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RESUMO
Apresenta-se a avaliayao retrospectiva de 4459 casos submetldos a analise imuno-
histoquimica na Untdade de Imuno-histoquimlca do Jackson Memorial Hospital, Miami, EUA,
no ana de 1999 Em 3706 casas foi possivel a obtenyao do mintmo de dados necessarios para
a realizayao do presente estudo. Foram avaliados 0 local da bi6psia, 0 dlagn6stlco suspeito
nas laminas coradas em hematoxilina e eosina (H. E.), os resultados imuno-histoquimicos e 0
dlagn6stlco final. Quanta ao motivo para indicayao do exame imuno-histoquimico, em 699
casos (19%), a Imuno-histoquimica foi utilizada para determinar fatores progn6sticos ou indices
proliferativos; sendo que 0 carcinoma de mama fOI 0 principal componente deste grupo, com
93,2% dos casas. Em 644 casas (17%), a imuno-histoquimlca teve como objetivo identificar
mlcrorganismos, celulas, estruturas au materiais, e a identlficayao de virus foi a indicayao mais
comum, com 78% dos casos. No restante dos casos (2363 - 64%), a Imuno-histoquimica teve
aplicayao diagn6stica propriamente dita. Destes, 835 foram avaliados por um mesmo
patologista e a imuno-histoquimica contnbuiu para um diagn6stico especifico em 83% das
vezes e diminuiu 0 numero de dlagn6sticos diferenciais em 12% dos casas. Somente em 5%
das vezes a imuno-histoquimlca nao auxiliou a patologista no diagn6stico final, principalmente
devido a extrema indiferenciayao de algumas neoplasias, a presenya de necrose extensa e a
exigUidade da amostra. Em media, foram usados 4,1 anticorpos por caso. 0 figado foi 0 local
de bi6psla mais comum. Os principais problemas de diagn6stico dlferencial para os quais a
imuno-histoquimica foi utihzada foram determinar 0 local de origem de carcinomas e
adenocarcinomas (30% dos casas), diferenaar entre hiperplasia mesotelial reacional,
mesotelioma e adenocarCinoma (11 % dos casas) e esclarecer a origem de neoplasias
indiferenciadas malignas, a partir de tres ou mais diagn6stlcos (9% dos casas).
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ABSTRACT
A retrospective study of the 4,459 cases sent for immunoperoxidase study at the
Immunohistochemistry Unrt of Jackson Memonal Hosprtal, Miami, USA, In 1999 is presented
The Immunohistochemistry reports of 3,706 cases were properly filled up for the purposes of
this study (site of biopsy, suspected diagnosis on haematoxylin and eosin (H&E), antibodies
used and final conclusion). In 699 cases (19%) the immunohistochemistry was used to
determine prognosIs or predict tumor behaviour; breast carcinoma was the most prevalent of
that group with 93.2% of cases Immunohistochemistry was indicated to identify organisms,
structures or matenals In 644 cases (17%) and in 78% of times immunohistochemistry was
used for virus identJficatlon. In 2,363 (64%) immunohistochemistry had the purpose of helping
out the pathologist in differential diagnOSIs of tumors. Eight-hundred and thirty five cases were
signed out by the same pathologist. In those cases, immunohistochemistry contributed for a
specific diagnosis In the great majority of them, or 83%. In 12% Immunohistochemistry
narrowed down the number of differential diagnosis that was brought up In the H&E slides. Only
in 5% of cases Immunohistochemistry had no use for the final diagnosis. The main reasons for
the lack of contribution of immunohistochemistry were extreme undifferentiation of certain
neoplasms, extensive necrosis and size of biopsy specimen. Immunohistochemistry was used
In several differential diagnOSIs settings. The average number of antibodies used per case was
4.1 and liver was the most common site of biopsy. The most important one was to determine
the site of ongin of carcinomas and adenocarcinomas, in 30% of cases, followed by the
differentiation between reactive mesothelial hyperplasia, mesothelioma and adenocarcinoma, in
11% of times. To demonstrate the origin of highly undifferentiated neoplasms was another
common indication of immunohistochemistry (9% of cases).
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1 INTRODUCAO
Imuno-hlstoquimica e a aplicac;aodos principios imunol6gicos da IIgac;aoantigeno-
antlcorpo para 0 estudo de celulas e tecidos a metodo conslste da utilizac;ao de
anticorpos especificos prevlamente conhecldos e manipulados quimicamente para que,
ao se ligarem aos seus antfgenos tissulares ou celulares correspondentes, devido a
diversas rea<;6ese utiliza~o de crom6genos, produzam uma altera~o de cor visivel ao
microsc6pio 6ptico, indicando a localiza~o do antigeno em estudo.
A imuno-histoquimica surgiu com as pesquisas em imunopatologia que
comec;aram na decada de quarenta. S6 a partir de 1974, quando foi posslvel
demonstrar alguns antigenos tissulares pela tecnica de imunoperoxidase em tecidos
fixados em formalina e incluidos em parafina, e que a imuno-histoquimica foi aceita
como um metodo simples e pratico na rotlna diagn6stica de patologia cirurgica [LEONG
e WRIGHT (1987), SWANSON (1988) e TAYLOR e COTE (1994)].0 desenvolvimento
de anticorpos monoclonais, que propiciaram uma ilimitada fonte de reagentes altamente
especificos para a demonstra~o de varios antigenos tissulares ou celulares, foi outro
marcante fate na evolu~o da imuno-histoquimica. Houve tal avanyo na contribuic;ao e
na aplicac;aoda imuno-histoquimica na patologia cirurgica que 0 fen6meno passou a ser
conhecldo como "a revolu~o marrom do laborat6rio de histopatologia" [LEONG e
WRIGHT (1987)].
As rea<;6es imuno-histoquimicas podem ser utilizadas nas mais diferentes
situa<;6esdentro de um laborat6rio de patologia cirurgica As mais importantes sac: 1)
elucida~o do tecido de origem de uma neoplasia indiferenciada; 2) determinac;ao do
6rgao de origem de uma neoplasia diferenciada; 3) sub-classificac;ao de linfomas; 4)
pesquisa de fatores progn6stlcos, terapeuticos e indices proliferativos de algumas
neoplasias; e 5) identifica~o de estruturas, organismos e materiais secretados pelas
celulas [LEONG e WRIGHT (1987), TAYLOR e COTE (1994), ROSAI (1996), ALVES,
BACCHI e VASSALLO (1999), WERNER et al. (2000)].
Apesar de ser um metoda relativamente simples, a imuno-histoquimica tem certas
partlcularidades e seu resultado e influenciado por diversos fatores, come98ndo pela
fixa980 do especime, passando pela escolha dos anticorpos a serem analisados em
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cada caso e pelas reac;6es propriamente dltas, e chegando ate a Interpretayao das
laminas. Ou seja, 0 grau de utilidade e contribUiyao da Imuno-histoqufmica para
resoluyao de problemas em patologla cirurgica e diretamente proporclonal a experiencia
das maos que reahzam as reac;6ese dos olhos que interpretam os resultados [LEONG
e WRIGHT (1987), TAYLOR e COTE (1994), ROSAI (1996), ALVES, BACCHI e
VASSALLO (1999), WERNER et al. (2000)].
Dlante do exposto, prop6e-se um estudo retrospectlvo observacional e descritlvo
dos resultados das reac;6es imuno-histoqufmicas realizadas na Unidade de Imuno-
hlstoqufmica do Jackson Memorial Hospital, Miami, Estados Unidos da America, no ana
de 1999, com intenyao de anallsar as pnncipais indicac;6es e a contribuiyao diagn6stica
da imuno-histoqufmica em patologia cirurgica.
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20BJETIVOS
Utihzando-se os exames de imuno-histoqufmica realizados no ana de 1999 no
Departamento de Patologia do Jackson Memorial Hospital, Unlversidade de Miami,
Estados Unldos, prop6e-se:
• analisar a freqClE3nciade casas quanta ao sftio de origem da amostra colhida e 0
numero de antlcorpos utllizados em cada caso;
• avaliar 0 motlvo para Indicayao do exame imuno-histoqufmico;
• analisar 0 grau de auxflio da imuno-histoqufmica para 0 dlagn6stlco diferencial de
neoplaslas e les6es pseudoneoplasicas;
• determinar os fatores que influenciam de maneira negativa 0 grau de auxfho da
Imuno-histoqufmlca para 0 diagn6stico diferencial de neoplasias e les6es
pseudoneoplaslcas;




3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Hist6ria da imuno-histoquimica
Os primeiros compostos Iigados a antlcorpos a serem utilizados com 0 prop6sito
diagn6stlco foram os compostos fluorescentes pesquisados por Coons e colaboradores
em 1941 [LEONG e WRIGHT (1987), SWANSON (1988), TAYLOR e COTE (1994) e
ROSAI (1996)]. Estes compastas, quando excitados pela luz ultravioleta, emitem
diferentes cores, como por exemplo, verde no caso do isotiocianato ou vermelho no
casa da rodamina, e as reaty5es onde as antigenos tissulares ou celulares estao
presentes sac visualizadas par microsc6plo 6ptlco em campo escuro. 0 usa destes
compostos na rotina cirurgica e hmitado pelo fate das reac;5es necessltarem de tecido
fresco ou congelado, pela falta de detalhes morfol6gicos na analise dos tecidos e pela
efemeridade das coloraty5es.
o sucesso da imunofluorescencia em patologia de pesquisa criou uma
necessidade urgente por um metoda de marca980 antigenica altemativa que pudesse
ser aplicado a patologia cirurgica diagn6stica. Depois de varios anos de pesquisa
chegou-se a conclusao que tecnicas Imunoenzimaticas, ou seja, as que utilizam
anticorpos ligados a enzimas ao Inves de compostos fluorescentes eram as mais
promlssoras. Os complexos "enzima-anticorpo" retem as suas propriedades
rmunol6gicas e enzimaticas, e sac capazes de, ao mesmo tempo, ligarem-se
especificamente ao antigeno pesquisado e mudar a cor de um crom6geno apropriado.
Vanos sistemas enzimaticos foram pesquisados, incluindo peroxidase, glicose
oxigenase e fosfatase alcalina [LEONG e WRIGHT (1987), SWANSON (1988),
TAYLOR e COTE (1994) e ROSAI (1996)].
o passe crucial para a ampia utilizac;aodos metodos imunoenzimaticos foi dado
em 1974 quando foi possivel estudar alguns antigenos utilizando-se a tecnica de
imunoperoxidase em tecidos fixados em formalina e incluidos em parafina [LEONG e
WRIGHT (1987), SWANSON (1988), TAYLOR e COTE (1994) e ROSAI (1996)].
Devido a sua versatilidade, sensibilidade e especificidade, a imuno-hlstoquimica
utilizando tecnicas imunoenzimaticas e amplamente consagrada como a melhor
"colorac;ao especial" dlsponivel num laborat6no de anatomia patol6gica [LEONG e
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WRIGHT (1987), SWANSON (1988), SCHMITT et al. (1991), TAYLOR e COTE (1994),
ROSAI (1996), TORRES et al (1998), ALVES, BACCHI e VASSALLO (1999),
WERNER et al (2000), TAYLOR (2000), RAAB (2000), HSI (2001)] HOJe ern dla, a
Imuno-hlstoqufmlca delxou de ser encarada como "tecnlca de ponta" ou "metodo
avanc;ado" no dlagn6stlco de neoplaslas de diffcil soluyao na colorayao de hematoxilina
e eoslna (H E), e passou a ser vista como mals uma colora98o auxlliar ern patologla
clnJrgica
3.2 Princfpios da imunologia
Antlcorpo e uma molecula que tem a propnedade de comblnar-se especlficarnente
a uma segunda molecula, charnada de antfgeno Alem dlSSO, a Produ980 de urn
antlcorpo em um animal e rnduzlda especlficarnente pela presen9a de urn antfgeno e
esta e a base da resposta Imunol6glca [LEONG e WRIGHT (1987), SWANSON (1988),
TAYLOR e COTE (1994)]
Os antlcorpos S80 moleculas de Imunoglobullnas que consistem de duas unldades
baslcas um par de cadelas leves (K ou ") e urn par de cadelas pesadas (a, y, j..!, 8 ou E)
Ilgadas entre Sl por IIga90es de dlssulffdios 0 sftlo de Iigayao do antfgeno na rnolecula
de Imunoglobulina e chamado de Idlotopo e e formado pelas terrnlna90es "N" de urna
cadela leve e de uma cadela pesada A vana980 na composlyao dos amlnoacldos
destas regioes e 0 que fornece a vanabllidade e a especificldade das moleculas de
Imunoglobullnas (figura 1) [SWANSON (1988), TAYLOR e COTE (1994)]
FIGURA 1 - REPRESENTAC;Ao ESQUEMATICA DE UMA MOLECULA DE IMUNOGLOBULINA
L
H
Legenda (L) cadela leve, (H) cadela pesada
FONTE BOENISH (2001)
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Antfgeno e qualquer tipo de molecula suficientemente complexa que possui uma
estrutura tridimensional relativamente rfgida e que seja estranha ao organismo no qual
e introduzido. Um antfgeno pode ter uma ou mais regi6es que induzam a forma~o de
antlcorpos. Estas regi6es sac chamadas de epitopos e sac elas que se ligam aos
IdlOtOpOSdos anticorpos [SWANSON (1988), TAYLOR e COTE (1994)].
As moleculas de Imunoglobullnas sac suficientemente complexas para elas
mesmas servlrem de antfgenos quando Introduzidas em um orgamsmo. A
Imunoglobullna pode servir tanto de antlcorpo, ligando-se especlficamente a antfgenos
tlssulares ou celulares, como antfgeno, sendo sftlo de liga~o para outros antlcorpos.
Nas rea~es Imuno-hlstoqufmicas, chama-se de anticorpo primario aquele que se liga
dlretamente ao antfgeno pesquisado, anticorpo secundario ao anticorpo que se liga ao
anticorpo pnmario, e assim sucessivamente. Estas formas de liga~o entre antlcorpos e
antfgenos sac amplamente exploradas pelas tecmcas Imuno-histoI6gicas, e elas sac os
pnncfpios da grande especificidade e versatilidade do metoda [SWANSON (1988),
TAYLOR e COTE (1994)].
Alem da especificidade das liga~es, ha grande afinidade entre as moleculas de
antlcorpos e antfgenos, fazendo com que as liga~es sejam estavels e duradouras.
Tanta especificidade e afinidade permitem que os anticorpos sejam utilizados como
sondas para detec~o de antfgenos localizados em tecidos ou prepara96es celulares.
Contudo, os anticorpos nao podem ser visuahzados por microscopia 6ptica ou
eletr6nica a nao ser que estejam marcados de alguma maneira que permita a sua
visualiza~o. EXlstem inumeras maneiras de se marcar 0 antlcorpo para esta finalidade.
Uma delas e a marca~o de anticorpos com compostos f1uorescentes, como explicado
antenormente Outra forma e a utiliza~o de ouro ou mercuric para marcar os
anticorpos e visualiza-Ios com a utlliza~o de microscopia eletr6nica. A terceira e mais
importante forma e a marca~o de anticorpos com enZlmas, que na presen98 de um
sistema de substratos adequado, induz a forma~o de um produto colondo, detectavel
pelo olho humane ao microsc6pio 6ptlco [SWANSON (1988), TAYLOR e COTE (1994)].
3.3 Metodos imunoenzimaticos
Os metodos imunoenzimaticos, ou "tecnicas imuno-hlstoqufmicas" como sac mais
conhecidos na pratlca de patologla clrUrglca, baselam-se na Iiga~o de uma enzima
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ativa a um anticorpo especftico, utilizando-se a atividade enzimatica da enzima para
produzir uma mudan<;a de colorac;ao de um substrato nos locais onde 0 complexo
anticorpo-enzlma esta localizado no tecido. Com a produc;ao de uma cor a localizac;ao
da hgac;aodo anticorpo ao antfgeno tecidual ou celular pesquisado pode ser visfvel
[SWANSON (1988), TAYLOR e COTE (1994), ALVES, BACCHI e VASSALLO (1999) e
BOENISH (2001)].
Exlste um grande numero de tecnicas Imuno-histoqufmlcas [SWANSON (1988),
TAYLOR e COTE (1994), ALVES, BACCHI e VASSALLO (1999) e BOENISH (2001)].
Isto se deve a vana~es quanta ao numero de anticorpos aplicados nos metodos, aos
tipOSde enzlmas utihzadas e aos tipOSde substancias nao-lmunol6gicas introduzldas
nas rea~es. Quanto ao numero de anticorpos aplicados nos metodos, eles podem ser
metodos dlretos ou Indiretos.
Metodo direto - este e 0 metodo mais simples de todos, no qual 0 complexo
anticorpo-enzlma primano e introduzido diretamente sobre 0 tecido ou preparado
citol6glco em estudo. Com a adic;aodo substrato para a enzima, os locais aos quais os
conjugados se ligaram sac revelados Apesar de serem extremamente rapidos, estes
metodos sac pouco especfticos e tem diffcil controle da qualidade das rea~es
[TAYLOR e COTE (1994)].
Metodo indireto - neste metodo, 0 tecido ou preparado citol6gico em estudo e
Incubado com um anticorpo pnmario, e lavado, e em seguida e aplicado um conjugado
anticorpo-enzima, cujo anticorpo tem especificldade contra 0 anticorpo primario. Todos
os sistemas de detecc;ao mais comumente aplicados sac baseados em varia<;oes dos
metodos indiretos, como sera comentado adiante [TAYLOR e COTE (1994)].
Os metodos imunoenzimaticos mais comumente utilizadas em nosso meio sao:
metoda de imunocomplexo do tipo peroxidase-antiperoxidase e tecnica
imunoenzimatica avidina-biotina [SWANSON (1988), TAYLOR e COTE (1994), ALVES,
BACCHI e VASSALLO (1999) e BOENISH (2001)].
3.3.1 Metodo peroxidase-antiperoxidase (PAP)
Este metoda consiste na aplicac;ao de um anticorpo secundario que se Iiga tanto
ao anticorpo pnmario como a um imunocomplexo do tipo enzima-antlcorpo, no caso,
peroxidase-antiperoxidase. 0 segundo anticorpo age como uma ponte entre 0 primeiro
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antlcorpo e 0 complexo peroxidase-anti peroxidase, sac utllizados tres moleculas de
antfgeno (peroxidase) que se !lgam a duas moleculas de antlcorpo (figura 2) [TAYLOR
e COTE (1994)]
FIGURA 2 - REPRESENTACAo ESQUEMATICA DO METODO PEROXIDASE ANTI-PEROXIDASE
1) Adlclona-se 0 antlcorpo pnmano









5) Adlclona-se 0 complexo peroxidase-anti peroxidase
FONTE Adaptado de TAYLOR, C R, COTE, R J Major Problems in Pathology 2 ed Nova lorque
W B Saunders Company, 1994 v 19 Immunomlcroscopy a diagnostic tool for the surgical pathologist
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3.3.2 Metodo avidina-biotina-peroxidase (ABC)
A aVldlna e uma gllcoprote[na basica com quatro S[tIOS de Iigayao com alta
afinldade pela biotlna, um tlpO de vltamma, e qualquer uma das duas podem ser
conJugadas a enzlma peroxidase para serem utllizadas em reayoes Imuno-
hlstoqu[mlcas Um antlcorpo blotlnllado (IStO e, conJugado com blotma) serve como
ponte entre 0 anticorpo primano (aquele que se liga dlretamente ao antfgeno) e 0
complexo enzimatico aVldina-blotina-peroxldase Neste caso, usufrui-se da intensa
aflnldade da blotlna pela avidlna, que e mUlto mais forte que a afinidade do antlcorpo
pelo antfgeno e que produz uma reayao pratlcamente Irrevers[vel, para que 0 antlcorpo
marcado IIgue-se com alta senslbllidade ao antfgeno correspondente (figura 3)
[TAYLOR e COTE (1994)]
FIGURA 3 - REPRESENTA<;Ao ESQUEMATICA DO COMPLEXO ANTiGENO-ANTICORPO- AVIDINA-
BIOTINA-PEROXIDASE
•••..... Ie AVIDINA
rI.. I ;~.!~ BIOTINA
_~-~ PEROXIDASE
~ ...... 'Ir ANTICORPO SECUNDARIO (BIOTINILADO)
~ ~ ANTICORPO PRIMARIO
A A ANTfGENO
FONTE BOENISH (2001)
3.3.3 Outros metodos imunoenzimaticos
Metodo fosfatase alcallna antl-fosfatase alcallna (APAAP) - tecnlcamente, este
metodo e mUlto parecldo ao peroxidase-anti peroxidase, a dlferenya e no complexo
enzimatlco empregado Este metodo e partlcularmente utll quando se trata de tecldos
ou preparados cltol6glCOS com alta concentray80 de peroxidase end6gena (comentada
adlante), como medula 6ssea e tecldo Imf61de Ele tambem e usado quando se reallza
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dupla marca980 Imunoenzlmatlca num mesmo tecldo ou preparado cltol6gico Um
antfgeno e pesquisado com 0 metodo peroxidase-anti peroxidase que usa um substrato
de colora980 marrom, e 0 outro antfgeno e pesqUisado com 0 metoda fosfatase alcallna
antl-fosfatase alcallna que usa um substrato de cor vermelha Outra dlferen9a em
rela980 ao metodo peroxidase-anti peroxidase e que no metodo fosfatase alcalma antl-
fosfatase alcallna s80 utlllzados duas moleculas de enzlma (fosfatase alcallna) e um
anticorpo. Este tipo de IIga980 e muito semelhante ao normalmente encontrado em
anticorpos bivalentes e faz com que os complexos fosfatase alcal1na antl-fosfatase
alcallna possam ser arqUivados por prolongados perfodos [TAYLOR e COTE (1994)]
FIGURA 4 - REPRESENTACAo ESQUEMATICA DO COMPLEXO ANTiGENO-ANTICORPO-
FOSFATASE ALCALINA ANTI-FOSFATASE ALCALINA (APAAP)
FOSFATASE ALCALINA••~R COMPLEXO FOSFATASE ALCALINA
ANTI-FOSFATASE ALCALINA





Metodo da protefna A - a protefna A faz parte da parede celular da malona das
sepas de Staphylococcus aureus Esta protefna tem alta afinldade por Imunoglobul1nas
de dlversas especles mamanas, como 0 homem, coelho e camundongo e IStO permite
que a protefna A seJa utlllzada de dlversas manelras nas tecnlcas Imunoenzlmatlcas.
Uma delas e Introduzlr um conjugado da protefna A com peroxidase ou fosfatase
alcallna sobre um tecldo ou preparado cltol6glCO em estudo ap6s a apllca980 do
antlcorpo pnmano, que geralmente e uma Imunoglobullna de coelho ou camundongo
[TAYLOR e COTE (1994)]
Metodo estreptavldma-blotlna - neste caso, a aVldlna e substltufda pela
estreptavldma, gllcoproteina analoga a avidlna que e Isolada da bacteria Streptomyces
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avidinii Como a avidina, a estreptavidina tem alta afinidade pela biotina, e as reac;6es
Imunoenzimaticas que usam esta protefna tem grande senslbihdade e especificidade na
dete~o dos sftlos de liga~o dos anticorpos, com menor colora~o inespecffica,
quando comparado ao metoda avidlna-biotlna. Tanto a enzima peroxidase como a
fosfatase alcalina podem ser usadas como conjugados [TAYLOR e COTE (1994)].
3.4 Aspectos tecnicos e particularidades da imuno-histoquimica
Para que as rea<;:6esimuno-histoqufmicas forne<;:amresultados de qualidade e que
auxiliem 0 patologista na decisao diagn6stlca, varios cuidados devem ser tomados
desde a obten~o do especime ate as reac;6esimuno-histoqufmicas propriamente ditas
[NADJI (1986), SWANSON (1988), TAYLOR e COTE (1994), e WEISS e CHANG
(1999)]
3.4.1Tecidos fixados em formol e incluidos em parafina
A aphca~o da imuno-histoqufmica em tecidos fixados em formal e inclufdos em
parafina e 0 fator responsavel pela grande popularidade e ampla utilizagao do metodo
pelos patologistas cirurgicos.
Nao eXlste um fixador Ideal para ser utilizado nas rea<;:6esimuno-hlstoqufmicas. 0
formal a 10%, fixador de retina em qualquer laborat6rio de patologia, tem um efeito
deleterio sobre algumas protefnas plasmaticas, como as cadeias de imunoglobulina,
mas a grande maloria dos antfgenos suporta a agao do formol, podendo ser detectados
pela imuno-histoqufmica ap6s metodos de recuperagao antlgenica, exphcados mais
adlante [NADJI (1986), SWANSON (1988), TAYLOR e COTE (1994) e WEISS e
CHANG (1999)]
Outros fixadores apresentam vantagens e desvantagens no seu use, entre elas: 1)
fixadores contendo alcool sac bons para 0 estudo dos filamentos intermediarios, mas
eles encolhem e endurecem 0 tecido, prejudicando a morfologia; 2) fixadores que
contem acido pfcnco, como a solugao de BOUln,sac mals interessantes para a dete~o
de antfgenos virais ou hormonios peptfdeos, mas nao possuem outras vantagens em
relagao ao formol, 3) fixador B5 e outros fixadores contendo mercuric sao
especialmente uteis para a dete~o dos marcadores de celulas hnf6ides, mas nao sao
recomendaveis para 0 estudo de outros antfgenos, ja que neste caso, a reagao de
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fundo e muito acentuada [NADJI (1986), SWANSON (1988), TAYLOR e COTE (1994) e
WEISS e CHANG (1999)]
Mais do que 0 tipo de fixador usado, a fixac;ao imediata, adequada e homogenea
do especlme e fundamental para 0 estudo imuno-hlstoqufmico. Especimes fixados
demals, de menos, ou deslgualmente fomecem resultados pobres quando submetidos a
analise Imuno-histoqufmica [NADJI (1986), SWANSON (1988), TAYLOR e COTE
(1994) e WEISS e CHANG (1999)].
o processamento do especime, desde a sua clivagem, com os sucessivos banhos
em solu~es qufmlcas, ate 0 emblocamento final em parafina, nao provoca efeitos
deleterios slgnificativos sobre os antfgenos celulares. Nao ha prejufzo algum nos
resultados imuno-histoqufmicos nos tecldos processados desta manelra com os
sistemas de detecc;ao e de recuperac;ao antigenicas disponfveis no mercado hoje em
dia [NADJI (1986), SWANSON (1988), TAYLOR e COTE (1994) e WEISS e CHANG
(1999)].
3.4.2 Tecidos congelados
Cortes de tecldo congelado realizados em criostato eram preferfveis no infcio do
desenvolvimento da tecnica par causa da reduc;aoda detecc;aodos antfgenos teciduais
pela Imuno-histoqufmica que acorre na fixac;ao e processamento dos especlmes.
Apesar disso, 0 uso de tecidos congelados esta cada vez mals em desuso devido a
introduc;ao no mercado de sistemas de detecc;ao altamente sensfveis e meios de
recuperac;aoantlgenica [NADJI (1986), SWANSON (1988), TAYLOR e COTE (1994) e
WEISS e CHANG (1999)].
Quando 0 congelamento e necesSarlO,no caso da utllizac;aode anticorpos que s6
funcionam com este tipo de metodo, 0 mesmo deve ser feito de imediato, com 0 usa de
nltrogenio Ifquido. Se 0 armazenamento dos especlmes for necessario, ele deve ser
feito em congelador de _700 C e quando armazenados de manelra adequada, nao ha
perda antigemca significativa [NADJI (1986), SWANSON (1988), TAYLOR e COTE
(1994) e WEISS e CHANG (1999)].
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3.4.3Inibi~ao da atividade da peroxidase end6gena
Nos metodos Imunoenzlmaticos a enzima peroxidase e ligada de alguma maneira
ao anticorpo, para que a mesma entre em contato com 0 antfgeno a ser pesquisado.
Quando 0 crom6geno e adicionado (diaminobenzldina, na maioria das vezes), a enzima
"quebra" 0 per6xido de hldrogenio, libera oxigenro e muda a cor da diamlnobenzidlna
para um preclpitado marrom Acontece que algumas celulas tem, normalmente,
atividade da enzlma peroxidase, 0 que pode causar positividade inespecffica da rea980
Imuno-histoqufmica. Para que isto seja minimizado, prevlamente a etapa de adic;ao do
crom6geno, as laminas sac mergulhadas numa solu980 com per6xido de hldrogenio e
metanol, na tentatlva de bloquear esta atividade end6gena da peroxidase [NADJI
(1986), SWANSON (1988), TAYLOR e COTE (1994) e WEISS e CHANG (1999)].
3.4.4Redu~aoda colora~ao inespecifica do "fundo"
Por "fundo" se entende todo 0 tecido que suporta as celulas que contem os
antfgenos a serem estudados. Quanto mais limpo e 0 fundo, maior e 0 contraste da
rea980 positiva, e mais facil e especffica e a Interpreta980 dos resultados. Colageno,
tecido muscular liso e estriado, e celulas ricas em mitoc6ndrias como hepat6citos e
onc6citos, todos inconvenrentemente podem captar 0 crom6geno, produzindo um fundo
indesejavel Isto e alnda mais frequente no caso de anticorpos pol1clonais. Algumas
medldas que reduzem a colora980 de fundo sac pre-incuba980 com soluc;5esproteicas,
utiliza~o de antlcorpos monoclonais e uso das mais altas diluic;5es possfveis dos
anticorpos [NADJI (1986), SWANSON (1997), TAYLOR e COTE (1994) e WEISS e
CHANG (1999)].
3.4.5Recupera~aoantigenica
Flxadores que contem aldefdo, como a formalina, provocam alterac;5es proteicas
(cross-linkages) que "escondem" os epitopos dos antfgenos. As duas maneiras mals
util1zadasem Imuno-histoqufmica para desmascarar os antfgenos sac a digestao por
proteases e a recupera~o dos antfgenos atraves do calor [NADJI (1986), SWANSON
(1988), TAYLOR e COTE (1994), SWANSON (1997) e WEISS e CHANG (1999)].
o use de proteases, ou seja, enzimas proteolfticas, como a tripsina e a pepsina,
entre outras, e utiI em determinadas situac;5es, e tem inumeras variaveis: 1) a pre-
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dlgestao enZlmatlca nao e recomendavel para todos os antfgenos, 2) nao eXlste uma
enzima proteolftica universal; a escolha val depender do tlpO de antfgeno, locallzac;ao
do mesmo na celula e tipo de fixador utihzado (p.ex., a pre-dlgestao com tripsina
melhora a quahdade da reac;ao imuno-histoqufmica das cltoqueratinas em tecidos
fixados em formal); 3) as concentrac;Oes das proteases, temperatura e tempo de
incuba~o variam de acordo com os antfgenos; e 4) Quante mais fixado for 0 tecido,
malor e 0 tempo de dlgestao necessario para a recupera~o dos antfgenos [NADJI
(1986), SWANSON (1988), TAYLOR e COTE (1994), SWANSON (1997) e WEISS e
CHANG (1999)].
o aquecimento dos cortes histol6gicos em soluc;aotamponada aJudaa recuperar
antfgenos mascarados pela fixac;ao ou processamento dos mesmos, apesar do
mecanisme nao ser totalmente compreendido. HOJeem dla, existem tres tipos de
mecanlsmos de aqueclmento utillzados na imuno-histoqufmlca: fomo de microondas,
panela de pressao e autoclave [NADJI (1986), SWANSON (1988), TAYLOR e COTE
(1994), SWANSON (1997) e WEISS e CHANG (1999)].
3.4.6 Controles positivos
Os resultados das reac;Oes imuno-histoqufmicas s6 sac aceitos se controles
posltivos forem realizados em cada procedimento, como em qualquer outra reac;ao
Imunol6gica Para cada anticorpo utilizado deve-se fazer simultaneamente uma reac;ao
com 0 mesmo anticorpo em um corte tecidual que sabidamente contem 0 antfgeno que
esta sendo pesquisado Se a reac;aocontrole for positiva, isto slgmfica que 0 anticorpo
esta "funcionando", e que se a reac;ao imuno-histoqufmica for negativa no caso em
estudo, realmente n~o existe aquele antfgeno no tecido, ou seja, 0 resultado negativo e
real [NADJI (1986), SWANSON (1988), TAYLOR e COTE (1994), SWANSON (1997),
WEISS e CHANG (1999) e BOENISH (2001)).
Provavelmente, os controles mais confiaveis em imuno-hlstoqufmlca sac os
chamados "internos", isto e, reac;Oesnegativas e posltlvas encontradas no mesmo caso
em que esta sendo pesquisado um antfgeno, mas longe da area em questao. Por
exemplo, na pesquisa de receptor de estrogenio em carCinoma mamario, e sempre
Interessante encontrar ductos mamarios normais com seus nucleos positivos para 0
receptor de estrogenic e nucleos de nervos ou vasos sangOfneos, negativos. Ja que
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todo 0 corte hlstol6glco fOI submetldo a mesma fixac;ao e processamento, se as celulas
do carcinoma forem negatlvas, e as celulas dos ductos normals forem posltlvas, 0
carcinoma mamano em questao e realmente negatlvo para 0 receptor de estrogenlo
[NADJI (1986), SWANSON (1988), TAYLOR e COTE (1994), SWANSON (1997),
WEISS e CHANG (1999) e BOENISH (2001)]
3.4.7 Anticorpos
Exlstem dois tipos de anticorpos utillzados nas tecnlcas Imuno-histoqufmicas, os
policlonals e os monoclonais [SWANSON (1988), TAYLOR e COTE (1994)].
Antlcorpos pollclonals - antlcorpos pollclonals sac aqueles obtldos atraves da
punfica~ao do soro de um coelho prevlamente senslbllizado por um antfgeno que
contem dlversos epltopos Dlversos clones de plasm6cltos produzem dlferentes
antlcorpos contra vanos epitopos de um mesmo antfgeno Consequentemente, os
antlcorpos presentes no soro sac Imunoquimlcamente deslguals, eles reagem com
dlversos epltopos do antfgeno contra os quais foram produzldos Os antlcorpos
policlonals, de um modo geral, sac bastante sensfvels mas, por outro lado, menos
especfficos (figura 5) [SWANSON (1988), TAYLOR e COTE (1994)].
FIGURA 5 - REPRESENTA<;Ao ESQUEMATICA DE ANTICORPOS POLICLONAIS L1GANDO-SE A
DIVERSOS EPITOPOS DO ANTfGENO
FONTE BOENISH (2001)
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Antlcorpos monoclonals - as antlcorpos monoclonals sao produzldos par um unrco
clone de IInf6cltos B 0 anrmal utlllzado geralmente e um caomundongo prevlamente
senslblllzado par um antfgeno Lmf6cltos B do bac;o deste animal sao fuslonadas a uma
cultura de celulas de mleloma animal genetlcamente manlpuladas e que perderam a
capacldade de produzlr as suas pr6pnas Imunoglobullnas Ap6s a hlbndlzac;ao, as
celulas neoplaslcas passam a produzlr apenas um antlcorpo contra um epltopo do
antfgeno, de manelra e10nal Utillzando tecnrcas compltcadas e labonosas, as clones
celulares sao separados, bem como as anticorpos produzldos par cada clone. Estes
anticorpos sao ImunoqUlmicamente Identicos entre Sl e reagem contra um epltopo
especfflco do antfgeno contra a qual eles foram produzldos Apesar dos antlcorpos
monoelonals serem relatlvamente menos senslvels, eles sao altamente especfficos
(figura 6) [SWANSON (1988), TAYLOR e COTE (1994)]
FIGURA 6 - REPRESENTAc;Ao ESQUEMATICA DE ANTICORPOS MONOCLONAIS L1GANDO-SE A
UM EPITOPO EPECiFICO DO ANTiGENO
FONTE BOENISH (2001)
3.5 Anticorpos mais utilizados em imuno-histoquimica para 0 diagn6stico
diferencial de les6es neoplasicas e pseudoneoplasicas
Denomlna-se de "palnel" a grupo de antlcorpos escolhldos pelo patologlsta para
cada caso a ser submetldo a analise lmuno-hlstoquimlca, e a escolha do palnel e mUlto
particular para cada caso, pOlS depende das hlp6teses dlagn6stlcas formuladas pelo
patologlsta na analise das laminas coradas em H E
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o numero de antlcorpos comercialmente disponfveis para fins dlagn6sticos
ultrapassa os 500 e tem as mais variadas aphcac;6es[ALVES, BACCHI e VASSALLO
(1999), WEISS e CHANG (1999) e TAYLOR e COTE (1994)].
Em seguida, alguns dos antlcorpos mals utels na pratlca clrurglca diaria com
alguns comentarios sobre a sua estrutura molecular, reativldade e aplicac;aodiagn6stica
[ALVES, BACCHI e VASSALLO (1999), WEISS e CHANG (1999) e TAYLOR e COTE
(1994)].
3.5.1 Filamentos intermediarios
Os filamentos Intermedli3rios, que possuem este nome por terem tamanhos
Intermediarios entre os microfilamentos e os mlcrotubulos, fazem parte do cito-
esqueleto da maloria das celulas. 0 valor diagn6stico destes filamentos esta no fate de
que tipos especfficos de celulas produzem tipos especfficos de filamentos
intermediarios, e os mesmos filamentos sac encontrados nas neoplasias
correspondentes. Em se tratando de utilidade diagn6stlca, os filamentos Intermediarios
mals importantes sao. queratina, vimentina, desmina, protefna acida fibrilar glial e
neurofilamento
Queratina (KER) - a queratina nao e um unico filamento intermediario, mas uma familia
de aproximadamente 20 protefnas com pesos moleculares variando entre 44 e 68
kilodaltons Geralmente queratlnas de baixo peso molecular sao expressas em epitelios
simples ou viscerais e queratinas de alto peso molecular sac expressas em epitelios
mais complexos e do tipo escamoso. Via de regra, neoplasias de origem epitelial, ou
seja, carcinomas, expressam queratinas. As citoqueratinas numeros 7 (CK7) e 20
(CK20) possuem baixo peso molecular. A CK7 e positiva em adenocarcinomas em
geral, excluindo-se 0 carcinoma de c6lon, e nos carcinomas urotelials. A CK20 e
positiva em adenocarcinomas mucinosos, como 0 adenocarcinoma de c6lon, e e
positiva em carcinomas urotehais;a CK20 tambem marca os carcinomas de Merkel.
Vimentina (VIM) - a vimentina e 0 filamento intermediario mais comum das celulas
mesenqUlmais e hemato-linf6Ides. No entanto, tambem sao expressas em celulas
epiteliais de diversas origens.
Desmina (DES) - a desmlna e 0 filamento intermediario das celulas musculares.
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Protefna acida fibrilar glial (GFAP) - GFAP e 0 filamento intermediario dos astr6cltos e
algumas celulas mloeplteliais
Neurofilamento - neurofilamento e 0 filamento Intermediario das celulas neuronais.
3.5.2 Marcadores epiteliais
Antigeno carclno-embnonano (CEA) - 0 CEA (CD66e) e a (mica proteina relativamente
espedfica para diferenclayao epltehal de uma familia de protefnas de diferenciayao de
linhagem hemato-Itnfatica (os "CDs" - do ingles cluster differentiation - vistas mais
adiante). 0 CEA e positive em alguns carCinomas, como 0 de origem gastnntestlnal,
pulmonar e 0 carcinoma medular de tire6ide, e exibe um padrao de colorac;ao
canalicular nos hepatocarclnomas. 0 valor diagn6stlco do CEA esta no fate dele ser
quase sempre negatlvo em carcinomas renais, prostaticos e no mesotelioma maligno.
Antigeno de membrana epltellal (EMA) - 0 EMA esta presente em quase todas as
celulas eplteliais, mas nao pode ser conslderada espedfica, Ja que ele e expresso
tambem por plasm6citos e outras celulas Iinf6ides. Este anticorpo e especialmente util
para se descartar hlp6teses diagn6stlcas de carcinoma hepatocelular, adrenal ou
embrionano, ja que 0 EMA quase nunca e positive nestas neoplasias.
3.5.3 Marcadores neuroend6crinos
Cromogranina (CHR) - as cromograninas fazem parte de uma famflia de protefnas
encontradas na matriz dos granulos neurossecret6rios, e por ISSO sac marcadores
espedficos de diferenciayao neuroend6crina
Sinaptofisina (SIN) - a slnaptofislna e uma proteina originalmente isolada nas vesiculas
pre-slnaptlcas dos neuronios. Devldo aos modernos metodos de recuperac;ao
antigenica, este anticorpo tornou-se mals um marcador de dlferenclac;ao
neuroend6crina
3.4.4 Marcadores epiteliais especificos para determinados tecidos
Hormonlos pohpeptidios end6cnnos - existem varios antlcorpos especfficos para
hormonlos produzidos por determinadas celulas, como por exemplo' tireoglobuhna e
calcltonina (tlre6lde), LH, FSH, GH e TSH (hip6fise); insulina, gastnna, somatostatlna e
VIP (ilhotas pancreaticas); PTH (paratire6Ide); e inibina (ovario e adrenal). Cada um
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fibroblastos embrionarios, celulas musculares lisas e celulas nervosas. 0 CD34 e de
grande aJudano dlagn6stlco dos tumores estromais gastnntestinais.
Fator VIII - 0 fator VIII, ou fator de Von Willebrand, e altamente espedfico para
neoplaslas de origem vascular
3.5.7 Marcadores de melanoma
Protefna S100 - esta protefna e uma protefna ligada ao calcio, composta por duas
subunidades ~ e duas subunidades u. A protefna S100 com duas subumdades alfa e
encontrada em celulas musculares do corac;ao e musculo esqueletlco; a que tem uma
subumdade alfa e outra beta e encontrada em melan6citos, condr6citos, celulas
mloepltellals e celulas glials; e finalmente, a protefna S100 que tem duas subumdades
beta sac encontradas nas celulas de Schwann e nas celulas de Langerhans
Geralmente, os preparados de antlcorpos da protefna S100 mals utihzados sac
pollclonals, portanto a protefna S100 nao e espedfica para a marcac;aode melanomas.
HMB45 - este anticorpo reconhece uma glicoprotefna presente nos pre-melanossomos,
por isto e bastante espedfica como marcador de prolifera<;6es melanodtlcas. Alem
dISSO,0 HMB45 pode ser encontrado em tumores que tem pre-melanossomos na sua
composlc;ao, como 0 anglomlolipoma renal, tumor de celulas claras do pulmao e na
IInfangiolelomiomatose,entre outros.
3.5.8 Marcadores de sarcomas
CD99 - este anticorpo, que marca a glicoprotefna MIC2, e bastante utll para a
Identificac;aode casos de sarcoma de EWing e de tumor primitlvo neuroectodermico
(PNET), pOlS e geralmente negatlvo no neuroblastoma, osteossarcoma de celulas
pequenas, retinoblastoma, tumor de Wilms, tumor de celulas pequenas e redondas
desmoplaslco e rabdomiossarcoma alveolar.
Actina musculo espedfica (MSA) - a forma monoclonal deste anticorpo que e
espedfica para celulas musculares hsas eo HHF-35, Jaque esta protefna tambem pode
ser encontrada em celulas nao musculares. Os anticorpos HHF-35 reagem contra as
actinas presentes em musculo IIso, estnado e cardfaco, alem de celulas mioeplteliais e
mlofibroblastos.
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Actina especifica para musculo liso (SMA) - por ser especifico para a actina de
musculo liso, este anticorpo monoclonal nao cora neoplaslas de ongem em musculatura
estriada.
Colageno IV - 0 colageno do tlpO IV e 0 principal componente da membrana basal e a
pesquisa deste antlcorpo e util em diversas situa~es da patologia cirurglca
3.5.9 Marcadores de prolifera~ao celular
KI-67 - 0 anticorpo Ki-67 reconhece celulas em todas as fases da divisao celular, ou
seJa, G1, S, G2 e M, sendo ausente na fase GO. A sua aplicayao e importante para
determinar 0 grau de prolifera<;aocelular de uma neoplasia.
Oncoprotefnas - dentre elas, 0 p53 e a oncoprotefna de maior importancia na rotina de
uma unidade de imuno-histoqufmica com fins diagn6sticos. 0 p53 e uma protefna
importante para a promoyao da apoptose Em geral, a positividade imuno-histoqufmica
para a protefna p53 reflete a presenc;ade muta~es desta protefna na celula. Ja que a
maioria das muta~es na p53 provocam um aumento da sua vida media, ocorre urn
acumulo da mesma na celula e isto propicia a sua detecyao pela imuno-histoqufmica.
Acontece que 0 p53 pode ser expresso tanto por celulas neoplasicas como por celulas
nao neoplasicas, em atividade proliferativa, devendo ser usada com cautela em
diagn6sticos diferenciais.
c-erbB-2 - este e 0 produto do oncogene her-21neu e esta fortemente ligado ao
progn6stico de carcinomas mamanos.
3.5.10 Anticorpos uteis para 0 diagn6stico de neoplasias hemato-linf6ides
Em relayao aos marcadores de lesoes hemato-linf6ides, por muitos anos, 0 unico
metoda de fenotipagem de linfomas em cortes histol6glcos era por colorayao Imuno-
histoqufmica de tecidos congelados e fixados em acetona [ALVES, BACCHI e
VASSALLO (1999), WEISS e CHANG (1999) e TAYLOR e COTE (1994)]. Nos dias de
hoje, quase todas as neoplasias de linhagem hemato-Iinfopoietica podem ser
adequadamente estudadas quando fixadas em formal e inclufdas em parafina. Isto se
deve ao grande desenvolvimento de antlcorpos monoclonais que funcionam bem em
cortes histol6gicos em parafina, e pelo aprimoramento de tecnicas de recuperayao
antigenica. Mas mesmo com todo este avanc;o, em alguns casos, tecido congelado
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alnda e necessarlo para 0 estudo de alguns anticorpos que tern melhor desempenho
com este processamento [ALVES, BACCHI e VASSALLO (1999), WEISS e CHANG
(1999) e TAYLOR e COTE (1994)].
Os anticorpos que identificam as celulas hemato-Ilnfopoieticas fazem parte da
familia CD (cluster differentiation), ou seja, dlferenclac;ao da Iinhagem celular. Com
estes e outros antlcorpos, 0 metodo imuno-histoqufmlco permlte diferenclar
proliferac;Oeslinf61des de outras nao-hnf6Ides, determinar a linhagem celular (p.ex,
Iinf6citos T versus B), distingUir entre processos malignos e benignos, e diferenclar
entre doen<;a de Hodgkin e Linfoma nao-Hodgkin [ALVES, BACCHI e VASSALLO
(1999), WEISS e CHANG (1999) e TAYLOR e COTE (1994)].
CD45 - 0 CD45 e 0 antfgeno leucocitano comum (LCA) e via de regra, ele esta
presente em todas as celulas hnf61dese seus precursores.
CD45RO - este e urn subtipo do antfgeno CD45 que e expresso basicamente em
hnf6citosT, granul6citos e macr6fagos.
CD3 - 0 anticorpo CD3 e um excelente marcador de linf6citos T, sendo positivo em
varios tipOSde Iinfomas de origem T e quase sempre negativo em linfomas de origem B.
CD20 - 0 CD20 faz parte de um grupo de antlcorpos que reconhece uma protefna de
membrana que e restrita a celulas IInf6ides da linhagem B.
CD23 - como 0 CD20, este antlcorpo tambem marca celulas da linhagem B. 0 seu uso
mais importante esta na diferenclac;ao entre leucemia linfocftica cronicallinfoma
linfocftico e linfoma das celulas do manto, sendo positivo nos primeiros e negativo no
ultimo.
Cadeias leves de imunoglobulina - as cadeias leves de imunoglobulina kappa e lambda
sao expressas por plasm6citos normais ou neoplasicos e por quase tOOosos linfomas B
plasmacit6ides, entre outros. Kappa e lambda sac partlcularmente interessantes na
diferenciac;aoentre proliferac;aoplasmocitaria reacional e plasmocitoma, ja que 0 ultimo,
por ser clonal, expressa apenas uma das cadeias, e nos processos reacionais
geralmente encontra-se expressao de ambas as cadeias
Bcl-2 - este anticorpo reconhece um oncogene que diminui a taxa de morte celular, isto
e, que prevlne a morte celular programada (apoptose). Geralmente 0 bcl-2 esta
presente em processos neoplasicos e serve principalmente para a diferenciac;ao entre
proliferac;ao hnf6ide reaclonal e linfoma folicular, sendo positivo nos centros
germinatlvos do ultimo.
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CD15 - 0 antlcorpo CD15 e expresso por neutr6filos, mon6citos e alguns tipos de
linf6cltos T. A malor positivldade para este antlcorpo e encontrada na doenc;a de
Hodgkin, quando e muito util nesta defim~o diagn6stica. Alem disso, 0 CD15 pode ser
encontrado num grande numero de adenocarcinomas.
CD30 - como no caso do CD15, este anticorpo e particularmente util no diagn6stlco de
alguns linfomas: linfoma anaplasico de grandes celulas, linfoma de Hodgkin e papulose
hnfomat6ide, entre outros. 0 carcinoma embrionario, apesar da origem em celulas
germinativas, expressa este anticorpo num grande numero de casos
CD68 - este anticorpo reage contra uma ghcoprotefna de lisossomos, 0 que the confere
forte expressao em celulas da hnhagem macrofagicalmonocftica. Ele nao e porem,
especffico, ja que 0 CD68 pode ser encontrado em neoplasias de outras linhagens,
como por exemplo, leucemia miel6ide cr6nica, alguns linfomas nao-Hodgkln e
mastocitoma.
ALK - fruto da t(2;5)(p23,q35), a protefna ALK e associada ao linfoma anaplasico de
grandes celulas, sendo positiva num numero sigmficativo de casos.
Mieloperoxldase (MPO) - a mieloperoxidase e urn dos principais constituintes dos
granulos primanos de celulas miel6ides, sendo Importante principalmente para 0
diagn6stico de leucemia miel6ide aguda e cloroma.
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4 MATERIAL E METODa
4.1 Material
Utlhzou-se 4459 exames Imuno-hlstoquimicos reahzados durante 0 ana de 1999
na Unidade de Imuno-hlstoquimlca do Jackson Memorial Hospital, Universidade de




Todas as rea<;6es foram reahzadas na Unidade de Imuno-hlstoqufmlca do
Jackson Memorial Hospital. 0 metoda imunoenzimatico utilizado foi 0 estreptavidina-
biotina-peroxidase e um aquecedor a vapor foi usado para a recuperagao antigenica,
quando necessario. A seguir a procedimento imuno-histoquimico passo a passo:
1.as blocos de parafina contendo as fragmentos teclduais ou celulas a serem
estudados sac cortados em sec<;6esde 3 microns;
2.coloca-se as laminas contendo os cortes de parafina na estufa de 37°C, pelo
periodo noturno (overnight) para que a parafina derreta;
3.banha-se em xilol par dez minutos;
4. hldrata-se as sec<;6esde parafina com banhos consecutivos em soluy6es com
concentra<;6es decrescentes de alcool: dais banhos em alcool absoluto, dois
banhos em alcool a 95% e um banho em alcool a 90%, um minuto em cada;
5.bloqueia-se a atividade end6gena da peroxidase com uma solugao de per6xido
de hldrogemioa 6%, por tres minutos,
6 lava-se as laminas em agua corrente por um minuto,
7.banha-se as laminas em solugao tamponada de citrato (DAKO S1968) par um
minuto,
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8. prepara-se a solug8o para recuperag80 antlgenica da DAKO (Target retrieval
solution - DAKO S1699) com agua destilada em aquecedor a vapor, por 20
minutos, para que a solug8o atinja uma temperatura de 90°C;
9 coloca-se as laminas na solug8o preparada, no Intenor do aquecedor a vapor,
por 20 minutos,
10 retira-se as laminas do aquecedor para que esfriem por 20 mlnutos,
11. coloca-se as laminas em solug8o tamponada de citrato por dois minutos, em
temperatura amblente (esta fase pode demorar de dois minutos a 18 horas,
dependendo da necessldade);
12. aplica-se 0 sistema de bloqueio da biotina (DAKO X0590). incuba-se as
laminas em solug8o de avidlna por seis minutos, lava-se, incuba-se as laminas em
solug8o de biotina por sels minutos e se lava;
13. adiciona-se 0 an{lcorpo primario a cada lamina e Incuba-se por 30 minutos
em camara umlda;
14. banha-se as laminas em solug8o tamponada de citrato por dois minutos e
em seguida, seca-se 0 excesso da solug8o de cada lamina;
15. adiciona-se a solug8o de uniao (linking solution - DAKO K0690 LSAB) que
contem os anticorpos secundanos;
16. banha-se em solug8o tamponada de citrato por dois minutos, depois se
banha em agua destilada por tres minutos, e em seguida banha-se novamente em
solug8o tamponada de citrato por dois mlnutos;
17. seca-se 0 excesso da solug8o de cada lamina e adiciona-se 0 conjugado
peroxidase-estreptavidi na;
18. banha-se em solug8o tamponada de citrato por dois mlnutos e em segulda
submerge-se as laminas em solug8o contendo 0 crom6geno diaminobenzidlna
(DAB DAKO K3468) por dez minutos;
19. banha-se as laminas em solug8o tamponada de citrato por dez minutos e em
seguida, lava-se em agua corrente por quatro minutos;
20 seca-se as laminas e em segUida cora-se em hematoxilina para antfgenos
citoplasmaticos ou com fast green com adlg80 de sulfato cuprico para os
antfgenos nucleares;
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21. hidrata-se as laminas com banhos consecutivos em solu95es com
concentra~es decrescentes de alcool: dois banhos em alcool absoluto, dois
banhos em alcool a 95%, e um banho em alcool a 90%, um minuto em cada;
22 limpa-se as laminas com xilol e aplica-se a lamfnula
Os passos 12 a 22 foram realizados de manelra totalmente automatizada por um
aparelho da empresa DAKO - DAKO Autostainer Universal Staining System. 0
aparelho consiste de: 1) um sistema hOrizontal processador de laminas desenvolvido
para funcionar de maneira otimizada com os reagentes da DAKO em tecidos inclufdos
em parafina e fixados em formalina, em cortes histol6gicos de tecidos congelados e em
preparados citol6gicos; 2) um computador de mesa; 3) urn programa de computador
que gerencia e orgamzatodo 0 procedimento e 4) uma impressora.
A Unldade de Imuno-hlstoqufmlca do Jackson Memorial Hospital disp5e de
aproximadamente 153 anticorpos As dilui95es eram variadas, dependendo de cada
anticorpo, e passavam per ajustes diarios para se obter os melhores resultados.
Controles positivos foram reallzados para cada antlcorpo As rea95es imuno-
hlstoqufmicas foram analisadas diariamente pelo Dr. Nadji, ou raramente por outro
patologista senior quando aquele estava impossibilrtado por motivo de viagem ou de
saude
4.2.2 Compila~aodos dados
A partir das requisi95es dos exames imuno-histoqufmicos realizados em 1999,
criou-se um banco de dados no computador utillzando 0 programa Excel 97 da
Microsoft com as seguintes entradas, ou variaveis: a) numero de identifica~o do caso;
b) 6rgao ou local da bi6psia; c) diagn6stlco de suspeita nas laminas coradas em
hematoxllina e eosina (H.E.), d) diagn6stico diferencial; e) anticorpos e respectlvos
resultados; e f) diagn6stico final.
4.2.3 Avalia~aodos casos
Com os casos orgamzados num banco de dados, as seguintes vanaveis foram
analisadas:
- 6rgao ou local da bi6psia;
- qualidade do material (bi6psia ou preparado cltoI6gico); e
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- numero de antlcorpos por caso
Alem disso, os casos foram classlficados de duas maneiras Uma em rela<;8o ao
motive da indlca<;8o para 0 exame imuno-histoqulmico e outro em rela<;8o ao grau de
contnbUl<;8o da imuno-histoqulmlca para 0 dlagn6stico final
Quanto ao motlvo de Indlca<;80 para 0 exame Imuno-histoqulmlco, os casos foram
classificados em tres categonas'
A. Determlna<;8o de fatores progn6stlcos ou Indices prohferatlvos (ex .. analise do
receptor de estrogenic no carcinoma mamario).
B Identlfica<;8o de microrgamsmos, celulas, estruturas ou matenais (ex.: dete~o
da presen<;a do ViruS da hepatite B em bi6pslas hepaticas).
C Defini<;8o diagn6stica, aonde os casos foram subdlvldldos em tres outras
categorias.
1) Categoria "confirmat6ria'" a imuno-hlstoqulmica foi utilizada para confirmar
a hip6tese dJagn6stica formulada nas laminas coradas em H.E.
2) Categona "dlagn6stico dlferencial'" quando a imuno-hlstoqulmica foi
utilizada no dlagn6stlco diferencial de lesoes neoplasicas e pseudoneoplasicas
suspeitadas nas laminas coradas em H.E. Nestes casos foram determinados os
dilemas de dlagn6stlcos diferenclais para os quais a imuno-histoqulmica foi
aplicada (ex.: diferenciar carcinoma de melanoma; definir 0 sltio primario de
adenocarcinomas; c1assificar hnfomas, entre outros).
3) Categoria "miscelanea". a imuno-histoqulmica foi utilizada para diagn6stico
em sltua<;5es nao cltadas anteriormente (ex.: definl<;8o de hormonios secretados
por tumores de hip6fise, analise dos ductos hepaticos em fig ados transplantados,
entre outros).
Quanto ao grau de contribui<;8o da imuno-histoqulmica no diagn6stico final, nos
casos da categoria "defini<;8o diagn6stica", os mesmos foram classlficados em: 1) a
imuno-hlstoqulmica rendeu um diagn6stico espedfico; 2) a imuno-hlstoqulmica dlminuiu
o numero de diagn6sticos diferenciais; ou 3) a imuno-histoqulmica nao contribuiu para a
conclusao dlagn6stica. as motivos pelos quais a Imuno-histoqulmica nao auxiliou no




No ana de 1999, 0 Departamento de Patologla do Jackson Memorial Hospital
realizou 32.558 bi6psias, 41.432 citologias e recebeu 3.990 casos para consulta em
patologra clrurgica e citopatologia, provenientes de outras regi6es dos Estados Unidos
da Amenca e de outros pafses
Neste mesmo ano, a Umdade de Imuno-histoqufmica daquele hospital realizou
4459 exames. A figura 7 mostra um organograma que explica 0 modo pelo qual todos
os casos foram classificados, analisados e quantificados. Em 3706 casos foi possfvel a
obten~o do mfnimo de dados necessarios para 0 desenvolvimento dos objetivos
propostos, entre eles, dados referentes a local da bi6psia, diagn6sticos suspeitos nas
laminas coradas em hematoxilina e eosina (H.E.), resultados das colora~es imuno-
histoqufmicas, e dlagn6sticos finais. Destes 3706 casos, 3431 eram bi6psias e 275
eram preparados citol6gicos
Os 3706 casos foram anahsados quanta ao motivo de indica<;ao da imuno-
histoqufmlca para determlna~o de fatores progn6sticos ou fndices proliferatlvos; para
identifica<;ao de mlcrorganismos, celulas, estruturas ou materiais ou para defini<;ao
diagn6stica. Os casos em que a imuno-histoqufmica foi indicada para definir 0
diagn6stico foram divididos em tres grupos: confirma<;ao, miscelanea e diagn6stico
diferencial. Dos 2067 casos deste ultimo grupo, escolheu-se 835 casos que tinham os
formulanos de solicita~o de exame imuno-histoqufmlco completamente preenchidos e
que foram analisados por um unico patologista.
Estes 835 casos foram anallsados de uma maneira qualitativa e outra quantitativa.
Os resultados qualitativos sac referentes ao modo de abordagem do patologista ao
analisar um caso a ser submetido ao exame imuno-histoqufmico. Os resultados
quantitativos se referem a analise do 6rgao de ongem da bi6psia, ao numero de
anticorpos utilizado em cada caso, ao grau de contnbui<;aoda imuno-histoqufmica para
o dlagn6stico final e a avalia~o dos dilemas de diagn6sticos diferenclais para os quais
o patologista utlliza a imuno-hlstoqufmica para auxilia-Io na decisao do diagn6stico final.
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FIGURA 7 - DEMONSTRACAo DOS RESULTADOS EM FORMATO DE ORGANOGRAMA PARA



































5.2 MOTIVO DE INDICACAO PARA 0 EXAME IMUNO-HISTOQUIMICO
Nos 3706 casas em que todos as dados necessanos para a reallzac;ao deste
trabalho estavam dlsponivels, 699 tlveram como motlvo de sohcltac;ao de exame Imuno-
hlstoquimlco a determlnayao de fatores progn6stlcos au indices prollferatlvos, a Imuno-
hlstoquimlca fOI utllizada para Identlficayao de mlcrorganlsmos, celulas, estruturas au
matenals em 644 casas, e em 2363 casas a imuno-hlstoquimica fOI utilizada para definir
a dlagn6stico (grafico 1).
GRAFICO 1 - RESULTADOS QUANTO AO MOTIVO DE INDICAc;Ao PARA 0 EXAME IMUNO-
HISTOQufMICO
64%
• Determlnac;ao de fatores progn6stlcos e
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5.2.1 Determina~ao de fatores progn6sticos ou Indices proliferativos
Nos 699 casas em que a Imuno-hlstoquimlca fOI utllizada para determlnayao de
fatores progn6stlcos au indices prollferatlvos, a pesquisa de receptores hormonals e de
marcadores de prollferayao celular em carcinoma!" de mama fOI a grupo mais
i
prevalente, com 651 casas (93,2%) 0 restante dos casas sao mostrados com mals
detalhes na tabela 1
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TABELA 1 - CASOS EM QUE A IMUNO-HISTOQUIMICA FOI UTILIZADA PARA DETERMINA<;Ao DE
FATORES PROGN6STICOS OU iNDICES PROLIFERATIVOS
INDICA<;Ao NUMERO DE CASOS
(1)Carclnoma de mama 651
Pesquisa de HER2Jneu 18
PesqUisa de p53 18
Pesquisa de kl67 8
Receptor de progesterona nas fibromatoses 4
TOTAL 699
(1) 0 palnel de antlcorpos constava de receptor de estrogemlo e HER2Ineu podendo estar acompanhado
de receptor de progesterona, p53 e KI-B7
5.2.2 Identificacao de microrganismos, celulas, estruturas ou materiais
Nos casos onde a imuno-histoqufmica contribUlu para a identlficayao de
microrganismos, celulas, estruturas au materials, ou seJa, 644 casos, as pesquisas de
ViruSforam as mals sohcitadas (78%). Na tabela 2 estao expostos os demais casos que
pertencem a este grupo.
TABELA 2 - CASOS EM QUE A IMUNO-HISTOQuiMICA FOI UTILIZADA PARA IDENTIFICA<;Ao DE







Celulas ganglionares na Doen9Cl de Hlrschsprung
Camada basal em ductos mamanos
Miogloblna em tubulos renals
Flbroelastoma em valvula a6rtlca
Aml161de
Celulas trofoblastlcas
Tecldo mamano em axlla
CIStO de fundo de saco vaginal
Contammantes
Ductos blllares em figados clrr6tlcos
Amigdala normal
Tecldo tlreOldlano em medlastlno
Vasos em selo nasal
























A imuno-histoqufmlca foi utihzada para definiyao dlagn6stica em 2363 casos. Em
relayao as tres categonas nos quaIs eles foram subdlVidldos, 179 casos fizeram parte
da categona "confirmat6ria", 117 casos na categoria "miscelanea" e 2067 casos na
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categoria "diagn6stico dlferencial". Os detalhes das duas primeiras categonas podem
ser vistas nas tabelas 3 e 4, respectivamente.
TABELA 3 - CASOS EM QUE A IMUNO-HISTOQUIMICA FOI UTILIZADA PARA DEFINICAo
DIAGNOSTICA CATEGORIA "CONFIRMATORIA"
INDICACAO
PesqUisa da camada basal em carcinoma de prostata
Pesquisa de metastases em Imfonodos
(1)Documentac;:ao de carcinoma, melanoma, etc
Confirmac;:ao da presen~ de celulas Inflamatonas
(1)Documenta<;ao de carcinoma Infiltrando pele
Auxfho na medlda de Invasao de um melanoma
TOTAL









TABELA 4 - CASOS EM QUE A IMUNO-HISTOQuiMICA FOI UTILIZADA PARA DEFINICAo
DIAGNOSTICA CATEGORIA "MISCELANIA"
INDICACAO
Pesquisa de ductos billares em blopslas de figados transplantados
Pesquisa da melanocltos em blopslas de pele com vitiligo
Palnel hormonal de adenomas de hlpofises
PesqUisa de alfa-1-antltnpslna em blopslas de figado
Dlagnostlco dlferenclal entre cartllagem e queratlna










5.3 ANALISE DOS CASOS DA CATEGORIA "DIAGNOSTICO DIFERENCIAL"
Dos 2067 casos desta categoria, escolheu-se 835 casos ou da rotina cirurgica do
Jackson Memorial Hospital ou casos submetidos a consulta, que possufam os
diagn6sticos diferenciais formulados nas laminas coradas em hematoxilina e eosina
(H.E.), 0 resultado dos anticorpos pesquisados e 0 diagn6stico final no pr6prio
formulario de solicita~o de imuno-histoqufmica, 0 que facilitou a analise dos dados
(anexo 2). 0 restante dos casos nao possufam a conclusao da analise imuno-
hlstoquimica naquele formulano. 0 resultado final com a conclusao do exame imuno-
histoqufmico era firmado apenas no laudo patol6gico definitivo, 0 que tornava mais
laborioso a sua obten~o. Alem disso, estes 835 casos foram analisados. desde a
formula~o dos diagn6stlcos dlferenciais nas laminas coradas em H.E. escolha do
palnel de antlcorpos e Interpreta~o dos resultados imuno-histoqufmlcos por um unico
patologista (Dr. Mehdad Nadjl) 0 que tomou 0 grupo mais homogeneo.
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5.3.1 Resultados qualitativos
A imuno-histoqufmica foi aplicada tanto em casos Inflamat6rios como neaplasicos.
Nos primeiros, a imuno-histoqufmica era necessaria quando a carater inflamat6na au
reacional da prolifera~o celular ou tissular em questao era colocado em duvida. Ou
seja, nao havia condl~es de se descartar a hlp6tese de processo neoplasico nas
laminas coradas em H E Por outro lado, toda vez que uma neoplasia tinha Indlca~o
para 0 exame imuno-histoqufmico, ou se tratava de uma neoplasia pouco dlferenciada
ou indiferenciada, ou se tratava de uma neoplasia relatlvamente diferenclada que
necessitava de um diagn6stico mais especffico quanta ao 6rgao de origem.
Neoplasias indiferenciadas - No caso das neoplasias pouco diferenciadas ou
indiferenciadas, elas eram classlficadas como de celulas grandes, pequenas au
fusiformes, e a partir desta classifica~o escolhia-se 0 painel com os anticorpos mais
pertinentes (figuras 8, 9 e 10 e as tabelas 5, 6 e 7).
FIGURA 8 - CLASSIFICACAo DAS NEOPLASIAS POUCO DIFERENCIADAS OU INDIFERENCIADAS
QUANTO AO TAMANHO DAS CELULAS E PRovAvEL DIAGNOSTICO

















TABELA 5 - PAINEL BAslCO DE ANTICORPOS UTILIZADOS PARA DIFERENCIACAO DE
NEOPLASIAS MALIGNAS INDIFERENCIADAS DE CELULAS GRANDES





Legenda (KER) queratlna, (LCA) antigeno leucocltano comum, (PLAP) fosfatase aClda placentana,
(S100) proteina S-100, (+) resultado pOSltlVO na grande malona dos casos, (-) resultado negatlvo na
grande malona dos casos
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FIGURA 9 - NEOPLASIA POUCO DIFERENCIADA DE CELULAS GRAN DES CARCINOMA
NASOFARINGEO (H E , 100X)
FIGURA 10 - NEOPLASIA POUCO DIFERENCIADA DE CELULAS GRANDES CARCINOMA
NASOFARINGEO (QUERATINA, 100X)
Nota Observar posltlvldade da rea~o na neoplasia e negatlvldade da reac;ao nas celulas Itnf61des
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TABELA 6 - PAINEL BAslCO DE ANTICORPOS UTILIZADOS PARA DIFERENCIA<;Ao DE ALGUMAS
NEOPLASIAS MALiGNAS INDIFERENCIADAS DE CELULAS PEQUENAS





Sarcoma de EWing +
Legenda (KER) queratma, (LCA) antfgeno leucocltano comum, (S100) protefna S-100, (DESM)
desmlna, (CD99) gllcoprotefna MIC 2, (+) resultado pOSltlvO na grande malona dos casos, (-) resultado
negatlvo na grande malona dos casos
TABELA 7 - PAINEL BAslCO DE ANTICORPOS UTILIZADOS PARA DIFERENC1A<;Ao DE ALGUMAS
NEOPLASIAS MALIGNAS INDIFERENCIADAS DE CELULAS FUSIFORMES






Legenda (KER) queratlna, (S100) protefna S-100, (DESM) desmlna, (+) resultado pOSltlVO na grande
malona dos casos, (-) resultado negatlvo na grande malona dos casos
Neoplasias diferenciadas - No caso de neoplasias relativamente diferenciadas,
quando 0 patologista, nas laminas coradas em H.E., conseguia determinar a origem do
tecido, ou seja, se a neoplasia se originava em epitelio glandular, ou tecido linf6ide, ou
tecldo mesenquimal, entre outros, a imuno-histoQufmtca-era utitizada na tentativa de se
determinar 0 6rgao de origem, rendendo um diagn6stico mais especffico, utilizando
painels de anticorpos mais direcionados.
Algumas das aplicac;5es importantes do metodo foram decisao entre
adenocarcinomas primarios versus metastaticos, 6rgao de origem de adenocarcinomas
metastaticos e determina<;aoda origem tecidual de sarcomas A tabela 8 mostra um
painel de anticorpos utilizados para 0 diagn6stico diferencial de neoplasias mais
diferenciadas e as figuras 10, 11 e 12 ilustram uma das situa90es.
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TABELA 8 - PAINEL DE ANTICORPOS QUE PODE SER UTILIZADO PARA DIFERENCIA<;AO DE
CARCINOMAS EM FiGADO
CK7 CK20 HCC CEA EMA RCA TTF-1
Hepatocarclnoma + + (1)+
Metastase de adenocarcinoma pulmonar + + + +
Metastase de adenocarcinoma de colon + + +
Metastase de adenocarcinoma renal + + +
Metastase de carcinoma translclonal + + +/- +
Legenda (CK7) cltoqueratlna 7, (CK20) cltoqueratlna 20, (HCC) antigeno do hepatocarclnoma, (CEA)
antigeno carclnoembnonano, (EMA) antigeno da membrana epltellal; (RCA) antigeno do carcinoma
renal, (TTF-1) fator de transcnc;;ao da tlreolde, (+) resultado pOSltlVO na grande malona dos casos, (-)
resultado negatlvo na grande malona dos casos, (+/-) resultado posltivo ou negatlvo
(1) Padrao canalicular de posltlvldade
FIGURA 11 - ADENOCARCINOMA EM OVARIO METAsTASE DE ADENOCARCINOMA DE C6LON
(H E 100X)
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FIGURA 12 - ADENOCARCINOMA EM OVARIO METAsTASE DE ADENOCARCINOMA DE C6LON
(CK20, 100X)
•
Nota Observar posltlvldade da rea~o nas glfmdulas neoplaslcas
FIGURA 13 - ADENOCARCINOMA EM OVARIO. METAsTASE DE ADENOCARCINOMA DE C6LON
(CK7, 100X)
(
Nota Observar a negatlvldade da reayao nas glandulas neoplaslcas
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Outras duas importantes situa95es nas quais a imuno-histoqufmica foi utilizada
foram dlferenciar entre hiperplaslas Iinfocltanas de carater reacional e IInfomas, e
c1assificar linfomas 0 painel de anticorpos que pode ser utilizado naquelas situa95es
esta exposto na tabela 9.




Lmfoma de celulas T +
Llnfoma de celulas B +
Llnfoma anaplaslco +
Legenda (+) resultado pOSltlVOna grande malona dos casos, (-) resultado negatlvo na grande malona
dos casos










o painel de antlcorpos utilizado quando a imuno-histoqufmica foi indlcada para
diferenciar entre hiperplasia mesotellal reacional, mesotelloma e adenocarcinoma
pulmonar e apresentado na tabela 10.
TABELA 10 - PAINEL DE ANTICORPOS QUE PODE SER UTILIZADO PARA DIFERENCIACAO
ENTRE HIPERPLASIA MESOTELIAL REACIONAL, MESOTELIOMA E ADENOCARCINOMA
EMA CALRET CEA
H I I I I (1)_Iperp aSia mesote la reaclona +
Mesotehoma + +
Adenocarcinoma pulmonar + +
Legenda (EMA) antigeno de membrana epltehal; (CALRET) calrretlnma, (CEA) antigeno
carclnoembnonano, (+) resultado pOSltlVOna grande malona dos casos, (-) resultado negatlvo na grande
malona dos casos
(1 ) Pode ocorrer uma posltlvldade focal e dlscreta
5.3.2 Resultados quantitativos
Locais de bi6psia ou 6raao de oriaem
Os tn3s locais de bi6psias mais freqCJentesnesta categoria foram ffgado, com 90
casos, pulmao com 78 casos e linfonodo com 58 casos.
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Avaliacao dos anticorpos
Nos 3706 casos estudados, foram utllizados 81 anticorpos dlferentes,
provenlentes de vanas companhlas (anexo 3)
Nos 835 casos estudados na categoria "dlagn6stlco dlferenclal", 0 numero de
antlcorpos, por caso, vanou de um a 15, com media de 4,1 antlcorpos por caso
Grau de auxilio da imuno-histoQuimica no diaQn6stico diferencial
Nos 835 casos, os resultados foram os segumtes a imuno-hlstoqufmlca rendeu um
dlagn6stlco especffico em 693 casos, a imuno-histoqufmlca dimlnUiu 0 numero de
diagn6stlcos dlferenclals, auxiliando parcial mente 0 patologlsta em 103 casos; a Imuno-
hlstoqufmlca nao contnbulu em nada para a conclusao dlagn6stlca em 39 casos (grafico
2) 0 motlvo para 0 qual a Imuno-hlstoqufmlca nao auxllloU 0 patologlsta na decisao
dlagn6stlca final foram 1) extrema mdlferencia<;ao de algumas neoplaslas, em 10
casos, 2) presen<;a de necrose extensa em determmadas neoplaslas, em 18 casos; e 3)
eXlguldade da amostra, em 22 casos (grafico 3)




• Dlmlnulu 0 numero de
dlagn6stlcos dlferenclals
o NElOcontnbulu







Dilemas de diaQn6stico diferencial para os Quais a imuno-histoQuimica foi
indicada
Nos 796 casos aonde a imuno-hlstoqulmlca foi util para 0 diagn6stico final,
encontrou-se 12 situa95es dlferentes (grafico 4).
• depols de estabelecldo 0 dlagn6stico de carcinoma ou adenocarcinoma no H.E. a
imuno-histoqulmica foi utilizada para determina~o do 6rgao de origem, ou sltio
primario (ex: hepatocarclnoma versus adenocarcinoma metastatico);
• depois de estabelecido 0 diagn6stico de Iinfoma no H.E. a imuno-histoqulmica foi
utilizada para determina~o do tipo de linfoma (ex.: linfoma B de grandes celulas
versus linfoma anaplasico);
• a imuno-histoqulmica fOI utilizada para 0 diagn6stlco diferencial entre processo
neoplasico e pseudoneoplaslco (ex.: tecido de granula~o e carcinoma);
• a imuno-histoqufmica teve como finalidade diferenciar entre hiperplasia IInf6ide ou
infiltrado inflamat6rio e linfoma, ou plasmocitose reacional e plasmocitoma ou
mieloma multiplo;
• a imuno-histoqulmica foi indicada para diferenciar entre hiperplasia mesotelial
reacional, mesotelioma e adenocarcinoma;
• nos casos de neoplasias fusocelulares benignas e malignas, a imuno-histoqulmica
foi indicada para determinar 0 tecido de origem (ex.: leiomiossarcoma versus tumor
do estroma gastrintestinal);
• a imuno-histoqufmica fOI indlcada para 0 diagn6stico diferencial entre carcinoma e
melanoma;
• a imuno-histoqufmica foi utilizada para 0 diagn6stico diferencial entre carcinoma e
linfoma;
• a imuno-histoqufmica foi indicada para 0 diagn6stico diferencial entre carcinoma e
sarcoma;
• frente a uma neoplasia maligna totalmente indiferenciada no H.E., a imuno-
hlstoqufmica foi indicada para determinar 0 tecido de ongem da neoplasia, com mais
de dois diagn6sticos diferenclais (ex.: carcinoma versus melanoma versus linfoma);
• a imuno-histoqufmica foi indicada para determinar 0 tecido de origem de uma
neoplasia do grupo conhecido como neoplasia maligna de celulas pequenas e azuis,
que inclui sarcoma de Ewing, tumor primitivo neuroectodermico periferico (PNET),
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neuroblastoma, rabdomlossarcoma, tumor desmoplaslco de celulas redondas,
IInfomalleucemla, carcinoma de pequenas celulas, osteossarcoma de pequenas
celulas e condrossarcoma mesenqulmal [DEVOE e WEIDNER (2000)],
• a Imuno-hlstoqufmlca fOI utrllzada para resolver problemas de dlagn6stlcos
dlferenclals nao cltados antenormente (ex glioblastoma versus carcinoma
metastatlco)
GRAFICO 4 - PROBLEMAS DE DIAGN6STICO DIFERENCIAL PARA OS QUAIS A IMUNO-









II determlnar;ao do 6rgao de ongem, ou sftlo pnmano de um carcinoma (n=242),
classlflcar;ao do tlpO de Itnfoma (n=30),
• dlferenclar entre processo neoplaslco e pseudoneoplaslco (n=37),
• dlferenclar entre hlperplasla Itnf61de ou Inflltrado Inflamat6no e Itnfoma, ou plasmocltose reaclonal e
plasmocltoma ou mleloma multlplo (n=32),
dlferenclar entre hlperplasla mesotellal reaclonal, mesoteltoma e adenocarcinoma (n=87),
• determlnar 0 tecldo de ongem de neoplaslas fusocelulares benlgnas e maltgnas (n=61),
• dlagn6stlco dlferenclal entre carcmoma e melanoma (n=32),
• dlagn6stlco dlferenclal entre carcinoma e Imfoma (n=59),
dlagn6stlco dlferenclal entre carcinoma e sarcoma (n=51),
neoplasia mallgna mdlferenclada, com mals de dOls dlagn6stlcos dlferenclals (n=70),
• determlnar 0 tecldo de on gem de uma neoplasia do grupo conhecldo como neoplasia maltgna de
celulas pequenas e azuls (n=19),
• problemas de dlagn6stlcos dlferenclals nao cltados antenormente (n=76)
NOTA numero em parenteses representa 0 numero de casos em cada categona
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5.4 AVALiACAO DOS CASOS DE CITOLOGIA
Dentre 3706 casos de Imuno-histoquimlca realizados no ana de 1999, 275 foram
reahzados em preparados citol6glcos, entre eles, esfregac;os, blocos celulares ou
cytospin Houve 112 casos de imuno-cltoquimica em preparados citol6glcos de IIquidos
(peritoneal, pencardico, pleural, suco gastnco, lavado br6nqulco, liquor), 150 casos de
punr;Oes aspiratlvas por agulha fina de 6rgaos e tumores s61idos (tabela 11), duas
imuno-citoquimicas realizadas em esfrega90s cervico-vaginais e em 11 casos nao fOI
possivel de se determinar a exata origem do material.
TABELA 11 - REA<;OES IMUNO-CITOQuiMICAS REALIZADAS EM CITOLOGIAS OBTIDAS POR





































Em 40 casos foi possivel de se avaliar 0 grau de contnbuic;ao diagn6stica do
metoda e as situar;Oesde diagn6stico diferencial para qual 0 mesmo foi empregado
(anexo 2). A imunocitoquimica contribuiu no diagn6stico final em todos estes casos e as
duas pnncipals aplicar;Oes foram para diferenciar entre hiperplaslas mesoteliais





Desde a sua Introduyao, na decada de 70, as pubhca<;6es clentificas com
aplica<;6es da imuno-histoqufmica em patologla clrurglca aumentaram slgnificatlvamente
(grafico 5). Este fate apenas ref1ete a posi<;ao que a imuno-histoqufmica hoje ocupa em
um laborat6no de patologla cirurglca, ou seJa, a de tecnlca complementar Indlspensavel
na resolu<;ao de certos problemas de dlagn6stico dlferenclal formulados nas laminas
coradas em H E [NADJI (1986), LEONG e WRIGHT (1987), RICKERT e MALINIAK
(1989), SCHMITT et al (1991), TAYLOR e COTE (1994), ROSAI (1996), TORRES,
NORONHA e TELLES (1995), TORRES et al (1998), ALVES, BACCHI e VASSALLO
(1999), WEISS e CHANG (1999), RAAB (2000), TAYLOR (2000), WERNER et al
(2000), HSI (2001)]
GRAFICO 5 - PUBLICACOES CIENTIFICAS ENCONTRADAS NA PESQUISA ATRAVES DO MEDLlNE,
ENTRE 1960 E 2002, AONDE 0 TERMO IMUNO-HISTOQuiMICA APARECE NO TiTULO OU RESUMO
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6.2 Delineamento da pesquisa
De Janeiro de 2000 a janeiro de 2001, como parte da Residencia Medica em
Anatomla Patol6gica, a autora realizou um treinamento em Patologia CII1Jrgica na
condl~o de Patologista Observadora no Departamento de Patologia do Jackson
Memorial Hospital, Unlversldade de Miami, nos Estados Unidos da Amenca, sob a
supervisao do Dr. Mehdad Nadji, chefe da Unidade de Imuno-histoqurmlca daquele
Departamento. Naquele perrodo, a autora teve a oportunIdade de participar atlvamente
na rotina cirurglca d~quele hospital, principalmente na area de imuno-histoqurmica.
Houve exposi~o a um grande numero de casos com diagn6sticos diffeels, tanto do
pr6prio Jackson Memorial Hospital, como casos vindos em consulta de outras areas dos
Estados Unidos da America e tamt>emde outros parses. Alem disso, obteve-se aeesso
aos casos submetidos a exame imuno-histoqulmico arquivados desde 1995, quando se
pode revisar 0 6rgao de origem da bi6psia, os diagn6sticos diferencials formulados na
analise das laminas coradas em hematoxilina e eosina (H.E.), 0 painel de anticorpos
escolhido pelo patologlsta com os respectivos resultados, e 0 diagn6stico final do caso.
Com a autoriza~o do Dr. Mehdad Nadji (anexo 1), os casos realizados no ana de 1999
foram escolhidos para a realiza~o desta disserta~o de Mestrado.
o Jackson Memorial Hospital e um dos maiores hospitais dos Estados Unidos em
numero de atendimentos ambulatoriais e de internamentos, contendo 1567 leitos. No
ana de 1999, 0 Departamento de Patologla do Jackson Memorial Hospital realizou 280
aut6psias, 32.558 bl6psias, 41.432 citologias e reeebeu 3.990 casos para consulta em
patologia cirurgica e cltopatologia, provenientes de outras regi6es dos Estados Unidos
da America e de outros parses A Umdade de Imuno-histoqurmlca do Jackson Memorial
Hospital presta servi<;osao pr6prio hospital e aos casos reeebidos em consulta, quando
necessario, e tambem a outros hospltais que fazem parte do complexo medico da
Universidade de Miami, como 0 Hospital de Veteranos de Miami eo hospital particular
Cedars Medical Hospital, e tambem recebe eventualmente casos provenientes de
aut6psias reallzadas no Hospital de Veteranos ou no Instituto de Medicina Forense do
Condado de Dade, os quais tambem fazem parte do complexo medico.
No ana de 1999 a Unidade de Imuno-hlstoqulmica daquele hospital realizou 4459
exames. Este trabalho avaliou os 3706 casos nos quais foi posslvel a obten~o do
mlnimo de dados necessanos para 0 desenvolvimento dos objetivos propostos. Estes
3706 casos foram avaliados quanta ao motivo de indica~o do exame imuno-
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hlstoqulmico, e eles foram classificados em tres categorias, sendo que 699 exames
foram realizados para determlnar fatores progn6sticos ou Indices proliferativos, 644
exames foram indicados para identificar microrgamsmos, celulas, estruturas ou
materiais; e 2363 casos tiveram a Imuno-histoqulmlca solJcitada para definiyao
diagn6stica, nas mats variadas situa90es. Este ultimo grupo e 0 de destaque na
presente dissertayao, pois acredita-se que com ele pode-se analisar a contribuiyao da
Imuno-histoqulmlca na defini~o diagn6stica de casos compltcados, nos quais os
diagn6stlcos finais nao podem ser baseados exclusivamente na colorayao de H.E. Os
2363 casos foram sub-classificados quanta a situayao diagn6stica para qual a imuno-
histoqulmica foi empregada. Em 179 casos a Imuno-histoqulmica foi usada para
confirmar 0 diagn6stico suspeito nas laminas coradas em H.E., por motivos academicos
ou de documenta~o (categoria "confirmat6ria") e em 117 casos a imuno-histoqulmica
foi utilizada no diagn6stico de lesoes bastante variadas, como a pesquisa de ductos
biliares em bi6psias de f1gadostransplantados e pesquisa de melan6citos em bi6psias
de pele com vitiligo (categoria "miscelanea"). Os 2067 casos restantes foram aqueles
em que a imuno-histoqulmica contribuiu na decisao final do diagn6stico partindo de
duas ou mais hip6teses suspeitas nas laminas coradas em H E. Deste grupo separou-
se 835 casos nos quais os dados referentes aos diagn6sticos suspeitos nas laminas
coradas em HoE., os anticorpos solicitados com os respectivos resultados e os
diagn6sticos finais estavam escritos na pr6pria requisiyao do exame imuno-
histoqulmico, 0 que facilitou a analise dos dados, e foram todos encerrados pelo mesmo
patologista, OroMehdad Nadji, 0 que tornou 0 grupo homogeneoo Neste grupo de 835
casos avaliou-se a contribui~o da imuno-histoqulmica para 0 diagn6stico final e a
media de anticorpos por casOo
6.3 Contribui~ao da imuno-histoquimica na solu~ao de problemas de
diagn6sticos diferenciaisem patologia cirurgica
Leong e Wright, patologistas australianos, escreveram 0 primeiro artigo que avalia
a contribuir;:aoda imuno-histoqufmica na area de diagn6stlco de tumores [LEONG e
WRIGHT (1987)]. Dos 958 tumores da rotina cirurgica que necessitaram de imuno-
histoqulmica no Instituto de Ciencias Medicas e Veterinarias na cidade de Adelaide, em
1986, os autores escolheram 200 casos consecutivos e c1assificaram-nos em uma de
cinco categorias: 1) a imuno-histoqulmica confirmou 0 diagn6stico suspeito nas laminas
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coradas em hematoxilina e eoslna (H.E.); 2) a imuno-histoqufmica contribuiu para 0
diagn6stico definitlvo a partir de uma lista de diagn6sticos diferenciais; 3) a imuno-
histoqufmica contribuiu por excluir algum dlagn6stico diferencial; 4) a Imuno-
histoqufmrca nao foi de auxflio nenhum para 0 diagn6stico; e 5) a imuno-histoqufmica
rendeu um dlagn6stico nao suspeitado previamente. Em 13,5% dos casos a Imuno-
histoqufmica nao contribuiu para 0 diagn6stico patol6gico final. as autores justificaram
este achado pelo fato da metade destes casos serem provenientes de consultas de
outros locais, e pela ausencia de controle interno positive da reac;ao imuno-
histoqufmica, acreditavam que a fixac;ao do especime nao era adequada. Apontaram
que a imuno-hlstoqufmica foi partlcularmente de grande auxilio nos diagn6sticos
diferenciais entre Iinfoma anaplasico e carcinoma, e na identificac;ao de melanoma
amelan6tico. AlE3mdisso, dlsseram que a escolha de um painel de anticorpos baseado
nos diagn6sticos presumidos nas laminas coradas em H.E. e de grande ajuda para a
diferenciac;aode tumores de celulas anaplasicas e fusiformes.
a presente estudo apresenta varias semelhan~s e algumas diferenyas quando
comparado ao artigo de LEONG e WRIGHT (1987). A semelhan~ principal e a
motivac;aode se classificar por categorias os "tipos de contribuic;ao" ou os "motivos de
indicac;ao"do exame imuno-histoqufmico, para se avahar a real contribuic;ao da mesma
no diagn6stico definitivo de neoplasias. A principal diferen~ entre os dois estudos e
que neste nao eXlste a categoria "a imuno-histoqufmica rendeu um diagn6stico nao
suspeitado prevlamente nas laminas coradas em H.E.". Quando os resultados da
imuno-histoqufmica eram mUltodiscrepantes do que foi suspeitado nas laminas coradas
em H.E., 0 diagn6stico final firmado no laudo se restringia a um diagn6stico pouco
especffico, do tipo "neoplasia maligna pouco diferenciada", e uma nota sugeria alguns
diagn6sticos diferenciais suspeitados nas laminas coradas em H.E. Nestes casos, a
imuno-histoqufmica era conslderada nao auxiliar para 0 diagn6stico final.
No presente estudo existem duas categorias nao utilizadas por aqueles autores , a
categoria A - determinac;aode fatores progn6sticos e fndices proliferativos e a categoria
8 - identificac;aode microrgamsmos, celulas, estruturas ou materiais. Sobre a primeira
categoria, vale a pena sahentar que 0 carcinoma de mama com a pesquisa dos
receptores de estrogenic e progesterona, alem de HER2fneu, p53 e Ki67 algumas
vezes, foi responsavel par 93,2% dos casos. Ja a pesquisa de vfrus foi 0 principal
componente da categoria 8, com 78% dos casos. Esta prevalencia de resultados e
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esperada, uma vez que 0 carcinoma de mama e uma das neoplaslas mais comuns e a
Imuno-hlstoqufmica e consagrada na determlnac;ao de alguns Indices progn6stlcos e
terapeutlcos [TORRES (1996), GANCBERG et al. (2000), VANG et al. (2000) e
WERNER et al. (2000)]. Do mesmo modo, a detecc;ao de ViruS pelo metoda imuno-
histoqulmlco preenche uma lacuna diagn6stica da colorac;ao de rotina de H E., pois
muitas vezes nao ha altera9f>esmorfol6glcas caracterlsticas que indlquem a presenya
de uma infecc;aoviral [WERNER et al. (2000)].
Em 2363 casos (64%) a imuno-histoqufmica foi aplicada para definir 0 diagn6stico
(categona C). Nestes casos foi realizada outra classificac;ao, criando-se tres outras
categonas 1) categona "confirmat6ria": a Imuno-histoqulmica foi utilizada para confirmar
a hip6tese formulada nas laminas coradas em H.E, isto e, por algum motivo, 0
patologista gostaria de apenas confirmar 0 seu diagn6stico previa; 2) categona
"diagn6stico diferencial": quando a imuno-histoqufmica foi utilizada como auxiliar na
decisao entre duas ou mais hip6teses dlagn6sticas formuladas nas laminas coradas em
H.E., tanto de processos neoplasicos como processos pseudoneoplasicos; e 3)
categoria "mlscelanea": a imuno-histoqufmica foi utilizada para diagn6stico em situa9f>es
diversas e heterogeneas, nao citadas anteriormente (ex.: paineis hormonais em
tumores de hip6fise, analise dos ductos hepaticos em ffgados transplantados, entre
outros). Mesmo com esta subdivisao fica diffcil comparar 0 presente estudo com as tres
primelras categorias criadas por LEONG e WRIGHT (1987): 1) a imuno-hlstoqufmica
confirmou 0 diagn6stico mais provavel formulado nas laminas coradas em H.E.; 2) a
imuno-histoqufmica definiu 0 diagn6stlco a partir de uma lista de diagn6stlcos
diferenciais; e 3) a imuno-histoqulmica contribuiu por exclUir algum diagn6stico
diferencial. Com certeza ha grandes diferenyas entre os dois estudos no momento de
inclusao de casos nesta ou naquela categoria, pois cada caso e analisado
separadamente e subjetivamente, e sem duvida ha discrepancias nas defini9f>es de
inclusao de casos em cada categoria.
Ate onde se sabe, existem dois outros trabalhos baseados no estudo de LEONG e
WRIGHT (1987), ambos nacionals: 0 de SCHMITT et al. de 1991 eo de TORRES et al.
de 1998. Os dois trabalhos utilizaram as categorias propostas pelos primeiros autores,
com algumas modificac;6es.Novamente e muito diffcil comparar os resultados destes
dois trabalhos brasileiros com 0 presente.
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Os patologlstas do estudo de SCHMITT et al (1991), que na epoca faziam parte
do Departamento de Patologia da Faculdade de Medlclna de Botucatu, publicaram um
artigo expondo os resultados da classifica<;aodos 949 casos enviados aquela instituiyao
entre 1984 e 1989, segundo as categorias propostas no artlgo de LEONG e WRIGHT
(1987). SCHMITT et al. (1991) apresentaram resultados muito semelhantes aos
daqueles autores, e ressaltaram que a experiemcia do patologista que escolhe os
anticorpos e interpreta os resultados Imuno-histoqufmicos e 0 fator mals importante
para a eficiencia da Imuno-histoqufmica no diagn6stlco de tumores.
TORRES et al. (1998) expuseram a sua experiencia de 10 anos de use da Imuno-
hlstoqufmica num hospital geral de Cuntiba em um artigo pubhcado em 1998, revisando
o artigo previamente publicado pelos autores em 1995 [TORRES, NORONHA e
TELLES (1995)] Os autores avallaram a contribuiyao da imuno-histoqufmica em 1856
casos da rotlna cirurgica daquele hospital, classlficando os casos de uma maneira
semelhante ao feito por LEONG e WRIGHT (1987) e par SCHMITT et al. (1991). Os
autores usaram apenas quatro categonas, ao inves das cinco utilizadas nos outros dois
artigos prevlos, propondo modificac;6esna maneira de incluir os casos nas categorias.
As categorias utihzadas foram: 1) a Imuno-hlstoqufmlca contribuiu para a definiyao
diagn6stica, quer seJaa partir da confirma<;aode um unico diagn6stico suspeitado nas
laminas coradas em H.E., quer seja a partir de uma lista de diagn6sticos diferenciais -
fusao das categonas 1 e 2 de LEONG e WRIGHT (1987); 2) a Imuno-histoqufmica
contribuiu para a complementa<;aodiagn6stica; 3) a imuno-histoqufmica nao contribuiu
para 0 diagn6stico final; e 4) a imuno-histoqufmica revelou um diagn6stico nao
suspeitado previamente. Em 94,1% dos casos a imuno-histoqufmica auxiliou de alguma
maneira na defini<;aodo diagn6stico. Em apenas uma pequena porcentagem dos casos
(5,9%) a Imuno-histoqufmica nao proporcionou qualquer auxflio para a solu<;aodo caso,
e os autores atribuem a ma fixa<;aoa principal razao deste achado.
No presente trabalho, acredita-se que a real avaliayao da contribuiyao pratica da
imuno-histoqufmica no que diz respeito aos principais dilemas da patologia cirDrgica
p6de ser obtida nos 835 casos em que a Imuno-histoqufmica auxiliou diretamente na
decisao diagn6stica de processos neoplasicos e pseudoneoplaslcos (anexo 2).
Avaliando-se caso por caso, encontrou-se os seguintes dados: a imuno-histoqufmica
rendeu um diagn6stico especffico em 693 casos ou 83%; a Imuno-histoqufmlca diminuiu
o numero de diagn6sticos diferenciais, aUXlliando parcialmente 0 patologista em 103
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casos, ou 12%; e a Imuno-hlstoqufmica nao contnbuiu para a conclusao diagn6stica em
39 casos, ou 5%. Isto slgnifica que em 95% dos casos nos quais 0 patologista esta
dlante de um caso de dlagn6stico diffcil nas laminas coradas em H.E., a imuno-
histoqufmica pode ajuda-Io para firmar se nao 0 diagn6stlco correto, pelo menos um
diagn6stico apropnado.
6.4 Situa~oes em que a imuno-histoquimica nao contribui na solu~ao de
problemasde diagn6sticos diferenciais em patologia cirurgica
Um resultado que pode ser comparado perfeitamente com os tres artigos citados
previamente - LEONG e WRIGHT (1987), SCHMITT et al (1991) e TORRES et al.
(1998) - e 0 que diz respeito as porcentagens de casos analisados nos quais a imuno-
histoqufmica nao contribuiu para 0 dlagn6stico final. No presente estudo, IStOaconteceu
em 5% dos casos e nos trabalhos de LEONG e WRIGHT (1987), SCHMITT et al.
(1991) e TORRES et al. (1998) as taxas foram de 13,5%, 12% e 5,9% respectivamente.
As razoes encontradas pelos autores para explicar a falta de contribui~o da
imuno-histoquimica para a resolu~o diagn6stica foram diferentes. Segundo LEONG e
WRIGHT (1987) os principais fatores que impediram que a imuno-histoquimica
contribuisse para 0 diagn6stico final em 13,5% dos casos foram resultados
inespecificos e contradit6rios das coloraQ5es imuno-histoquimicas em alguns tumores e
a fixacao Inadequada dos especimes. Ja SCHMITT et al. (1991), nos 12% dos casos
nao beneficiados pela imuno-histoquimica, apontam a fixa~o inadequada em formol
como 0 principal fator complicador, seguido da extrema indiferencia~o de algumas das
neoplasias estudadas. TORRES et al. (1998) apontam a fixa~o inadequada,
exiguidade da amostra estudada e total indiferenclac;ao de certas neoplasias como as
razoes da inutilidade da imuno-histoqufmica na resolu<;aodos dilemas em diagn6sticos
diferenciais em 5,9% dos casos.
Juntamente com os tres artigos mencionados anteriormente, varias outras
publicaQ5escomentam a Influencia negativa do processamento tecidual e da fixac;ao,
adequada ou nao, em formal sobre as reaQ5es Imuno-histoquimicas [NADJI (1986),
ELIAS et al (1989), RICKERT e MALINIAK (1989), LINDER (1990), BATTIFORA
(1991), TAYLOR (1994A), TAYLOR (2000), WERNER et al. (2000)]. Apesar disso,
aquele nao foi um problema encontrado no presente estudo. Os motlvos que Impediram
a imuno-hlstoquimica de auxiliar 0 patologista na decisao diagn6stica final foram: 1)
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extrema indiferencia<;aode algumas neoplasias, aonde todos os marcadores testados
tlveram resultados negativos; 2) presenc;a de necrose extensa em determinadas
neoplasias, aonde alem de provocar Intensa colora<;ao inespedfica, 0 pouco tecido
neoplasico viavel fOI insuficlente para a Interpreta<;aodas rea90es; e 3) eXlgOidadeda
amostra, aonde 0 tecido disponfvel nao fOI quantitatlvamente suficiente para a
reahza<;aodas rea90es imuno-histoqufmicas necessarias.
Pode-se notar que TORRES et al. (1998) possuem a taxa mais semelhante ao do
presente estudo, e e, ao mesmo tempo, 0 mais recentemente publicado, em 1998 Os
casos avaliados no trabalho de SCHMITT et al. (1991) eram na maioria da decada de
80, e no caso de TORRES et al. (1998), os casos, em sua maioria eram da decada de
90. Os casos usados no estudo de LEONG e WRIGHT (1987) eram ainda mais antigos.
A epoca de realiza<;aodos tn3s estudos pode ter influenclado no grau de auxflio da
imuno-histoqufmica em cada caso, ja que a disponibilidade de anticorpos e tecnicas de
recupera980 antigemca eram diferentes. Alem de ter um maior numero de anticorpos a
sua disposi<;ao, todas as rea90es efetuadas na Unidade de Imuno-histoqufmlca do
Jackson Memorial Hospital, naquele ano, foram feitas de maneira automatizada, e todos
os casos foram submetidos as tecnicas de recupera980 antigenica mais adequadas
para cada anticorpo Estes fates podem expllcar a menor importancia da condi<;aode
preserva<;aodo tecido e dos epitopos antlgenicos na qualidade das rea90es imuno-
histoquimicas e conseqOentemente, na contribui980 da imuno-histoquimica para a
deCisaodiagn6stica final [CHAN (2000), O'LEARY (2001) e RUDIGER et al. (2002)].
6.5 Escolha dos anticorpos e interpretacao dos resultados da imuno-
histoquimica
Alem de todo cuidado tecnico necessario para que as rea<;6es imuno-
histoquimicas sejam de qualidade e possam ser interpretadas de manelra cerreta pelo
patologista, a fase de escolha dos anticorpos a serem testados, ap6s a analise da
lamina corada em H.E., e igualmente importante [NADJI (1986), RICKERT e MALINIAK
(1989), TAYLOR (1994A), CHAN (2000), TAYLOR (2000), RUDIGER (2002)].
RUDIGER et al. (2002) testaram a proficiencia de 172 patologistas alemaes nos
quesitos qualidade de rea90es imuno-histoqufmicas dos seus laborat6rios e capacidade
de interpreta<;aodos resultados para a composl<;aode um diagn6stico final adequado.
Cada patologista recebeu uma lamina corada em H.E. e cinco laminas nao coradas,
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para que os mesmos escolhessem os anticorpos mais pertinentes e realizassem as
rea<;6es Imuno-hlstoqulmicas. Apenas 57% dos casos envlados aos patologlstas
retomaram com os diagn6sticos finals corretos, e a balxa sensibilidade de algumas
rea<;6esnao foi correlaclonada com os erros diagn6sticos Os autores concluem que
mais do que a qua!idade das rea<;6es,a escolha dos anticorpos, a interpreta~o das
colora90es e a integra~o dos resultados imuno-hlstoqulmlcos ao diagn6stico
suspeitado nas laminas coradas em H.E. sac mais Importantes na formula~o de um
diagn6stico final pertlnente.
No presente estudo, a imuno-histoqufmica foi aphcada tanto em casos
inflamat6rios como neoplasicos, e a escolha dos paineis de antlcorpos variou de caso
para caso, tanto no tlpO quanta na quantidade. Nos 3706 casos estudados de 1999,
foram utilizados 81 anticorpos diferentes (anexo 3), e nos 835 casos estudados na
categona "dlagn6stico diferencial", 0 numero de anticorpos, por caso, variou de um a
15, com media de 4,1 anticorpos por caso (anexo 2). Como explicado antenormente,
este grupo de 835 casos foi anahsado peto mesmo patologista (Dr. Mehdad Nadji), que
por sua vez, e 0 patologista de maior experiencia na area. Diagn6sticos diferenciais
mais simples necessitaram um menor numero de anticorpos, e diagn6sticos diferenclais
complexos, como nos casos de neoplasias mahgnas indiferenciadas, solicitaram um
maior numero de anticorpos. TORRES et al. (1998) apresentam a media de 5,1
anticorpos utilizados por caso, numero bastante semelhante ao do presente estudo.
Toda vez que uma neoplasia teve indica~o para 0 exame imuno-histoqufmico, ou
se tratava de uma neoplasia pouco diferenciada ou indlferenciada, ou se tratava de uma
neoplasia relativamente diferenciada que necessitava de um diagn6stico mais
especffico quanta ao 6rgao de ongem. Por defini~o, uma neoplasia indiferenciada e
aquela que nao apresenta caracterfsticas morfol6gicas que a definam como sarcoma,
linfoma, carcinoma ou melanoma [LINDER (1990)]. No presente estudo, houve 70
cases de neoplasias indiferencladas (9%). Seguindo 0 raciocfnlo para se formular os
diagn6sticos diferenciais, primeiro as neoplasias indiferenciadas foram classificadas
segundo 0 tamanho e tlpO celular, e em seguida, escolheu-se 0 painel com 0 numero
mlnimo de anticorpos necessanos para a resolu~o do problema em questao. Toda vez
que urn anticorpo fOI inclufdo na !ista de anticorpos a serem testados, a pergunta "0 que
urn resultado positivo ou negativo para este anticorpo vai influenciar no diagn6stico
final?" foi formulada. Somente se a questao tivesse uma resposta coerente, 0 anticorpo
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era testado. Esta medida, ah~m de reduzir os gastos de uma Unidade de Imuno-
histoqufmlca, colabora para a manutenc;ao da utilidade do metoda em patologia
cllurgica. Geralmente, quanta menor 0 numero de diagn6stlcos diferenciais suspeitos
nas laminas coradas em H.E., ou seja, quanta maior a experiencia do patologista,
menor e 0 numero de anticorpos do painel imuno-hlstoqufmico escolhido pelo mesmo.
Consequentemente, quanta menor 0 numero de rea~es a serem analisadas, menor e 0
numero de variaveis, e mals precise e 0 dlagn6stlco final [TAYLOR (1994A), CHAN
(2000), TAYLOR (2000), RUDIGER (2002)]. Vale salientar que, como mencionado por
LINDER (1990), nao existem anticorpos que sac 100% espedficos e sensfveis,
geralmente os anticorpos mais espedficos podem ser pouco sensfvels, antlcorpos com
grande sensibilidade podem se tomar inespedficos, e existem neoplasias que
realmente sac totalmente Indiferencladas.
6.6 Aplica~ao diagn6stica direcionada da imuno-histoquimica
Quando fOI possfvel de se determinar, pela analise morfol6gica da lesao nas
laminas coradas em H.E., 0 diagn6stlco de carcinoma, sarcoma, linfoma ou melanoma,
a escolha dos anticorpos a serem utilizados foi feita de maneira mais direcionada, na
tentativa de se conseguir um diagn6stico mais especffico.
Decisao entre adenocarcinomas e carcinomas primarios versus
adenocarcinomas e carcinomas metastaticos e a defini~ao do 6rgao de origem de
carcinomas e adenocarcinomas metastaticos - estes foram os dilemas de
dlagn6stico diferenclal mais comumente encontrados, correspondendo a 30% dos casos
estudados. Do mesmo modo, como demonstrou 0 presente estudo, 0 ffgado foi 0 local
mais comum de bi6psias e preparados citol6gicos submetidos a estudos imuno-
hlstoqufmicos. Isto coincide com os achados de literatura, aonde adenocarcinomas
metastaticos para 0 ffgado, com sftios primarios indefinidos, sac problemas c1fnicos
bastante comuns [HAMAR (1998), TOT (1999)]. A tabela 8 mostra os principais
anticorpos utilizados para diferenciac;aode sftios primarios de alguns adenocarcinomas
que ocorreram no ffgado.
A combinac;aodos resultados imuno-histoqufmicos das citoqueratinas 7 e 20 pode
ajudar bastante na definic;aodo sftio primario da neoplasia: adenocarcinoma metastatico
de c6lon e caractenstlcamente negativo para a cltoqueratina 7 e positive para a
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citoqueratlna 20 (figuras 10, 11 e 12); e positividade para ambas as citoqueratinas
sugere ovano (quando a neoplasia e mucinosa). pancreas. trato bihar ou urotelio como
sftios primanos; ja a positividade apenas para a citoqueratina 7 nao rende diagn6stlco
espedfico, pois a grande maioria dos adenocarcinomas comporta-se imuno-
hlstoqUlmicamente desta maneira [LAGENDIJK et al (1998), ALVES, BACCHI e
VASSALLO (1999), TOT (1999), WEISS e CHANG (1999), MCCLUGGAGE (2000)].
Outros antlcorpos que podem ser Inseridos em urn painel para determina~o de sftios
primanos de adenocarcinomas e 0 antfgeno de membrana epitelial e 0 antfgeno
carcinoembnonario 0 primeiro e especialmente util para se descartar hlp6teses
dlagn6sticas de carcinoma hepatocelular, adrenal ou embrionario, ja que 0 antfgeno de
membrana epitelial quase nunca e positive nestas neoplasias [ALVES, BACCHI e
VASSALLO (1999), WEISS e CHANG (1999)]. 0 antfgeno carcinoembrionario e
positivo em alguns adenocarcinomas, como 0 de origem gastrintestinal, pulmonar e 0
carcinoma medular de tire6ide, e exibe urn padrao de colora~o canahcular nos
hepatocarclnomas. 0 valor diagn6stico do antfgeno carcinoembrionario esta no fato
dele ser quase sempre negativo em carcinomas renais, prostaticos, ovarianos e no
mesotehoma maligno [LAGENDIJK et al. (1998), ALVES, BACCHI e VASSALLO (1999),
WEISS e CHANG (1999), MCCLUGGAGE (2000)]. Outros marcadores foram utilizados
para a determina~o da origem espedfica do carcinoma, entre eles, 0 fator de
transcri~o da tire6ide, que define origem pulmonar ou tireoidiana, 0 antfgeno prostatico
espedfico que demonstra a origem prostatica de uma neoplasia, e 0 receptor de
estr6geno que sugere origem mamaria, uterina ou ovariana de algumas neoplasias
[ALVES, BACCHI e VASSALLO (1999), WEISS e CHANG (1999), SRODON e
WESTRA (2002)].
Diferencia~ao entre hiperplasia mesotelial reacional, mesotelioma e
adenocarcinoma - A diferencia~o histol6gica entre 0 mesotelioma e 0
adenocarcinoma pulmonar metastatico para as membranas serosas as vezes pode ser
muito diffcil quando baseado somente nas laminas coradas em H.E. ou nos preparados
citol6gicos corados pela tecnica de Papanicolaou [ORDONEZ (1999). CHHIENG et al.
(2000), COMIN et al (2001), ROBERTS et al. (2001)]. ORDONEZ (1999), fez uma
ampla revisao sobre todos os anticorpos que podem ser uteis para a diferencia~o
daquelas duas neoplaslas. 0 autor conclui que os melhores marcadores para serem
utilizados na diferencia~o entre mesotelioma epitelial e adenocarcinoma sac a
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calrretinina e a citoqueratina 5/6 que sac expressas nos mesoteliomas eplteliais e nao
nos adenocarcinomas, e 0 antfgeno carclnoembnonario, que e expresso nos
adenocarcinomas e nao nos mesoteliomas eplteliais No presente estudo, a Imuno-
histoqufmlca foi indicada para diferenclar entre hiperplasia mesotelial reaclonal,
mesotelioma e adenocarcinoma em 11% dos casos. Como fOI mostrado na tabela 10,
os anticorpos utllizados nesta situa980 foram 0 antfgeno carcinoembrionario, antfgeno
de membrana epitelial, e a calrretlnina. Apesar de existirem algumas controversias na
literatura, a hiperplasla mesotelial reacional e negativa para 0 antfgeno da membrana
epltellal ou apresenta fraca positividade, e negativa para 0 antfgeno carcinoembrionario,
e reage positivamente com a calrretinina; 0 mesotehoma e difusa e intensamente
positlvo para 0 antfgeno da membrana epitelial e a calrretinina, sendo negativo para 0
antfgeno carcinoembrionario, e 0 adenocarcinoma apresenta positividade difusa e
Intensa para 0 antfgeno da membrana epltelial e para 0 antfgeno carcinoembrionario, e
e negativo para a calrretinina [CHHIENG et al. (2000), COMIN et al. (2001), ROBERTS
et al. (2001)].
Definicao de tecido de origem de neoplasias fusocelulares - No presente
estudo, em 61 casos (8%) 0 patologista encontrou neoplaslas fusocelulares benignas e
mahgnas aonde a imuno-hlstoqufmica foi indicada para determinar 0 tecido de origem.
Segundo diversos autores [TAYLOR e COTE (1994), ALVES, BACCHI e VASSALLO
(1999), WEISS e CHANG (1999)], os anticorpos uteis para defini980 de tecido de
ongem de uma neoplasia fusocelular sac a protefna S100, a desmina, 0 CD34 e 0
CD31. Via de regra, leiomiomas e leiomiossarcomas sac positlvos para a desmina, que
e 0 filamento intermediario das celulas musculares e negativos para a protefna S100 e
para 0 CD34, schwanomas e sarcomas neurogenicos sao negativos para a desmina e 0
CD34, e sac positivos para a protefna S100; tumores estromais gastrintestinais sao
positivos para 0 CD34 e geralmente negativos para a desmina e a protefna S100; e
tumores de origem vascular sac positivos para CD31 e negativos para os outros
marcadores citados [TAYLOR e COTE (1994), ALVES, BACCHI e VASSALLO (1999),
WEISS e CHANG (1999)].
Determinacao do tecido de origem de uma neoplasia do grupo conhecido
como neoplasia maligna de celulas pequenas e azuis - 0 grupo de neoplasias
conheado como neoplaslas malignas de celulas pequenas e azuis inclui 0 sarcoma de
Ewing, 0 tumor primitive neuroectodermico periferico (PNET), 0 neuroblastoma, 0
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rabdomlossarcoma, 0 tumor desmoplaslco de celulas redondas, alguns linfomas ou
leucemlas, 0 carcinoma de pequenas celulas, 0 carcinoma de Merkel, 0 osteossarcoma
de pequenas celulas e 0 condrossarcoma mesenquimal [TAYLOR e COTE (1994),
ALVES, BACCHI e VASSALLO (1999), WEISS e CHANG (1999), DEVOE e WEIDNER
(2000)]. No presente estudo houve 2% de casos que se enquadravam nesta
c1asslfica~o. Os tumores de celulas pequenas e redondas sempre foram um grupo
problematico de neoplaslas no que diz respelto a diagn6stlcos diferencials DEVOE e
WEIDNER (2000) revisaram os aspectos imuno-histoqufmicas aplicados a estes
tumores e discutlram os anticorpos mais utels nesta situa~o. Alguns dos anticorpos
que podem ser utihzados estao expostos na tabela 6.
Outras situa~oes de diagn6sticos diferenciais especificos - No presente
estudo, as outras situa<;oes nas quais a tmuno-histoqufmlca foi definitivamente auxiliar
no diagn6stlco diferencial, foram (grafico 3): 1) depots de estabelecido 0 diagn6stico de
IInfoma nas laminas coradas em H.E. a imuno-histoqufmica foi utilizada para
determina~o do tlpO de linfoma (4%); 2) defini~o entre processo neoplaslco e
pseudoneoplasico (5%); 3) diferencia~o entre hiperplasia linf6ide ou infiltrado
inflamat6rio e !infoma, e plasmocitose reacional e plasmocitoma ou mieloma multiplo
(4%); 4) diferencia~o entre carcinoma e melanoma (4%); 5) diferencia~o entre
carCinoma e linfoma (7%); 6) dlferencia~o entre carcinoma e sarcoma (6%); e 7)
resolu~o de problemas de diagn6sticos diferenciais nao citados anteriormente (11%).
6.7 Imunocitoquimica
Dentre os 3706 casos de imuno-histoqufmica analisados, 275 foram realizados em
preparados citol6gicos, entre eles, esfrega<;os, blocos celulares ou cytospin.
Considerando 0 numero total de exames cltol6gicos realizados no Jackson Memorial
Hospital, 0,6% dos casos necessitou de complementa<.(8o diagn6stica imunocitoqufmica.
Houve 112 casos de Imuno-histoqufmica realJzados em preparados citol6gicos de
IfqUldos (peritoneal, pericardico, pleural, suco gastrico, lavado br6nquico, liquor), 150
casos de pun<;6es aspirativas por agulha fina de 6rgaos e tumores s61idos (taOOla 11),
duas imuno-cltoquimlcas realizadas em esfrega<;os cervico-vaginais e em 11 casos nao
foi possfvel de se determinar a exata origem do material. A aplica<.(8o de rea<;6es
imunoenzimaticas em preparados citol6gicos velo aumentar ainda mats a utilidade do
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metoda na resoluc;ao de problemas de diagn6sticos diferenciais [NADJI e GANJEI
(1990), FETSCH e ABATI (2001)].
Em outubro de 1990, NADJI e GANJEI reahzaram urn estudo sobre os 12 anos de
experiencia com a aphcac;aoda tecnica de Imunoperoxidase em preparados citol6glcos,
ou seja, imunocitoquimica, do Departamento de Patologla do Jackson Memonal
Hospital em Miami, EUA Os autores comentam as principals caracteristicas tOCnicase
diagn6sticas da imunocitoquimlca, incluindo aspectos sobre a preparac;aodo material,
fixac;ao, avaliac;ao dos resultados e escolha de anticorpos. Nadji e GanJei obtiveram
algumas conclusoes a partir deste estudo: 1) a imunocitoquimica se tornou urn auxihar
dlagn6stico importante porque 0 metodo combina a morfologia celular tradlcional com a
localizac;aode substancias celulares especfficas; 2) as indica~es da imunocitoquimlca
nao sac tao amplas como as da imuno-histoquimica; 3) os maus resultados da tecnlca
imunocitoquimica, quer sejam por motivos tecnicos, quer seja por motivos analiticos,
sac tao freqOentes quanta na imuno-histoquimica; e 4) nao existe nenhum marcador
Imunocitoquimico que diferencie uma celula maligna de uma benigna; este diagn6stico
diferenclal ainda e baseado na cltomorfologia.
FETSCH e ABATI (2001) expoem a sua expenencia quanta ao uso da
imunocitoquimica em preparados citol6gicos de Hquidoscavitarios. Os autores discutem
as particularidades da tecnica de imunoperoxidase com este tipo de material, e eles
acreditam que 0 bloco celular e a maneira mals adequada para se reaIizar
imunocitoquimica em Hquidos cavitarios. Alem disso, fizeram comentarios sobre
diversos anticorpos e ressaltaram aqueles mais usadas no diagn6stico diferenclal entre
mesotelioma maligno e adenocarcinoma metastatico para serosas.
As rea~es imunocitoquimicas realizadas no presente estudo foram todas feitas
de maneira automatizada, do mesmo modo que as rea~s imunoenzimaticas
reahzadas em tecidos. Alem disso, a escolha do painel de anticorpos foi feito de
maneira similar ao aplicado nas lesoes teciduais. A anahse da contribuic;aodo metodo
no diagn6stico final foi possivel de ser avaliado em 40 casos que faziam parte dos 835
do grupo separado para tal finalidade (anexo 2). A imunocitoquimica contribuiu para 0
diagn6stico final em todos os casos e as situa~es de diagn6stico diferencial mais
encontradas foram diferenciac;aoentre hiperplasia mesotelial reacional, mesotehoma e
adenocarcinoma, e definic;aoda origem de adenocarcinomas metastaticos.
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6.8 Controle de qualidade em imuno-histoquimica
Como mencionado anteriormente, hoje em dia a imuno-histoqufmlca e parte
essencial da anatomla patol6glca diagn6stlca, mas nao e independente na decisao do
diagn6stlco final do caso. Os resultados das rea95es imuno-histoqufmicas auxiliam e
influenciam 0 patologista na decisao dlagn6stlca final, e por este motlvo as rea95es
imuno-hlstoqufmicas tem que ser submetidas a medidas de controle de qualidade
[RICKERT E MALINIAK (1989), ELIAS et a!. (1989), TAYLOR (1994), SWANSON
(1997), TAYLOR (2000)]. A maioria das medldas de controle de qualidade em imuno-
hlstoqufmica sac semelhantes aquelas utilizadas para as colorac;6es de rotina de urn
laborat6rio de hlstologia, sendo adicionadas dos metodos especfficos para controle de
qualidade das rea95es imunol6gicas. Como comentado por RICKERT E MALINIAK
(1989) e ELIAS et al. (1989), os pontos nos quais a qualidade das rea95es Imuno-
histoqufmicas e influenclada sac: fixa<;ao e arquivamento de tecidos, processamento
histol6gico dos tecidos, secc;aodos blocos de parafina, prepara<;aodos tecidos antes
dos mesmos serem submetidos as rea95es imuno-histoqufmicas, qualidade dos
reagentes, procedimento das colora95es, instrumenta<;ao, e interpreta<;ao dos
resultados com elabora<;aodo relat6rio patol6gico final Ou seja, erros que influenciam
na qualidade da reac;ao Imuno-histoqufmica e na sua utilidade diagn6stica podem
ocorrer em qualquer etapa do processo, desde a colheita do material ate a assinatura
do patologista no laudo patol6gico final Segundo WERNER et al. (2000) e 0 que foi
discutido no primeiro encontro do Ulnternational Consensus Group of Standardization
and Quality Contro!", em Nice, Fran9(3,os principais responsaveis pelas discrepancias
de resultados Imuno-hlstoqufmicos sac as varia95es na fixac;ao do eSp8cime e no
processamento do tecido. As solu95es apresentadas em relac;ao ao problema da
fixa<;ao foram: fixar imediatamente 0 especime em formal a 10% tamponado ap6s a
clrurgia e evitar a superfixac;ao (nao mais que 24 a 48h). No que diz respeito ao
processamento dos tecidos parece que os maiores problemas sac encontrados na
desidratac;ao dos mesmos antes do banho em parafina. Uma maneira de evitar maus
resultados seria trocar semanalmente as solu95es utilizadas no preparo dos tecidos
para as reac;5es imuno-histoqufmicas 0 presente estudo mostrou que a fixa<;ao e 0
processamento tecidual nao foram fatores que prejudicaram a qualidade das reac;5es
imuno-histoqufmicas. Provavelmente a automac;ao, que padroniza as reac;5es, e os
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metodos de recuperac;ao antigenica utilizados contribufram para minimizar a ac;ao
deleteria do formal e do processamento tecnico sobre os antfgenos teciduais
E quase consenso na literatura americana que falta padronizac;aona realizac;aoe
na interpretac;ao das reag6es Imuno-hlstoqufmlcas [RICKERT E MALiNIAK (1989),
ELIAS et al. (1989), TAYLOR (1994), SWANSON (1997), TAYLOR (2000), WERNER et
al. (2000)]. Uma maneira apontada por TAYLOR (1994) para controle de qualidade em
Imuno-histoqufmlca foi a criac;ao de Programas para testes de Proficlencla e
Certificac;ao em Imuno-histoqufmica por entidades reguladoras americanas, aonde a
quahdade das reag6es imuno-histoqufmicas de laborat6rios credenciados
voluntariamente e avaliada duas vezes ao ano. MAXWELL e McCLUGGAGE (2000)
prop6em um metoda alternatlvo de controle de qualidade interne das reag6es imuno-
histoqufmicas ao Inves de particlpar daqueles tipos Programas. Os autores anahsaram,
retrospectlvamente, dois casos por mes, escolhidos aleatoriamente, de controles
positivos e negativos dos 10 anticorpos mais usados na Unidade de Imuno-histoqufmica
de um hospital escola de Belfast, Irlanda, num perfodo de tres anos. Usando um
microsc6pio duplo, os dois patologistas avaliaram a qualidade da reac;ao imuno-
histoqufmlca segundo os seguintes aspectos: intensidade da colorac;ao, uniformidade,
especificidade, colorac;ao inespecffica de fundo e qualidade da colorac;aode base. As
reag6es foram classificadas como 6timas, razoaveis ou inaceitaveis. MAXWELL e
McCLUGGAGE chegaram a conclusao de que a maioria delas, com excec;ao da
enolase neuronio especffica, eram 6timas ou razoavels. No caso da enolase neuronio
especffica, a maioria das reag6es foram classificadas como razoaveis ou ruins. Os
autores propuseram 0 seu metodo como forma de manter um bom padrao de qualidade
em qualquer unidade de imuno-hlstoqufmica. A Unidade de Imuno-histoqufmica do
Jackson Memorial Hospital nao participa de nenhum Programa para testes de
Proficiencia e Certificac;aoem Imuno-histoqufmica.
Segundo TAYLOR (1994), 0 envolvimento do 6rgao americano Food and Drug
Administration (FDA) foi muito importante para controle de qualidade dos anticorpos
utilizados nas reac;6esimuno-histoqufmicas, mas criar algum tipo de padronizac;aonas
reag6es propriamente ditas ternou-se complicado, pais as necessidades des
laborat6rios que realizam este tipa de colorac;ao sac muito variaveis. HSI (2001)
abordou os principais aspectos relacionados a introduc;ao de novos anticorpos em
laborat6rios de imuno-histoqufmica. Segundo ele, e necessario muita cautela toda vez
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que um laborat6rio passa a utilizar um anticorpo com 0 qual nao tem experi€mcia
pratica 0 autor lembrou que a performance de uma colorac;ao Imuno-hlstoqufmica e de
total responsabilidade do diretor medico do laborat6rio. Alem dlSSO,respeitar 0 prazo de
validade dos antlcorpos e um fator Importante para eVltar resultados falsos negativos.
Por outro lado, DRACHENBERG et al. (2001) mostrou que os vanos anticorpos
poderiam ser usados de manelra apropriada, em media, por 32,7 meses ap6s a data de
explrac;aoestlpulada no r6tulo. Os autores enfatizam que mals do que segUir prazos de
validade determlnados por produtoras de anticorpos para manter a eficacia das
colora90es, e precise estabelecer programas de controle de quahdade em todos os
laborat6rios de imuno-histoqufmica A qualidade dos antlcorpos utilizados na Umdade
de Imuno-histoqufmica do Jackson Memorial Hospital e anallsada diariamente, toda vez
que um caso e avaliado. Rea96es com controles positivos sac reahzadas para cada
antlcorpo, utilizando-se 0 mesmo procedimento e as mesmas dilui96es aplicadas nas
rea96es Imuno-histoqufmicas do tecido em estudo. Toda vez que uma reac;aono tecido
em estudo tlnha resultado negativo, a positividade da reac;aono controle era verificada.
Outra alternatlva para avallar a qualldade das rea96es imuno-histoqufmicas foi
descrita por BATTIFORA (1991). Ele propos 0 uso da positividade para a vimentina
como fator de controle de quahdade das outras rea96es imuno-histoqufmicas com
outros anticorpos. 0 autor estudou os efeitos da fixac;ao prolongada e do aquecimento
dos especimes na positividade imuno-histoqufmica para a vimentina. Ele notou
gradativa diminuic;aona positividade imuno-histoqufmica para aquele anticorpo quando
se aumentava 0 tempo de fixac;aoem formal (mais de 72h) ou quando 0 especime era
super aquecido, tanto no processo de fixac;aocomo na inclusao em parafina. Ja que a
vimentina esta presente, de algum modo, em virtualmente todos os tecidos (vasos
sangufneos, p.ex), ele sugere que 0 status da positividade para a vimentina
correlaciona-se bem com as condi96es de reac;aoimuno-histoqufmica de qualquer outro
anticorpo. Apesar disso, Battlfora comentou que a vimentina nao substitui 0 controle
interne positivo para 0 mesmo anticorpo em estudo, que continua sendo 0 mais
recomendado Diferentemente do que foi proposto por BATTIFORA (1991), a vimentina
nao e usada como parametro para avalia~o do "status" dos epitopos dos tecidos, pois
segundo opiniao do Dr. Nadji, cada anticorpo tem uma sensibilidade e especificidade
dlferentes e a positivldade da vimentlna nao pode ser utilizada como medida de
comparac;ao.
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6.9 Indicacao do exame imuno-histoquimico e a relacao custo/beneficio
A Imuno-histoqufmica e indicada apenas numa pequena porcentagem dos casos
de um laborat6rio de patologla cirurgica de hospitais gerais. A decisao de indicar ou nao
o exame imuno-hlstoqufmlco em um determlnado caso depende tanto da relac;ao
custo/beneffcio em termos financeiros, quanta da real contnbuic;ao do exame para
defimc;aodiagn6stica do caso WICK, RITTER e SWANSON (1999) discutem 0 impacto
dos resultados da imuno-hlstoqufmica na decisao do tipo de tratamento a ser oferecido
ao paciente. Dentro deste contexto, eles comentam que a Imuno-histoqufmica tem
papel fundamental quando e usada para identificar agentes infecclosos e defimr a
Iinhagem celular de ongem da neoplasia. Ja quando a imuno-histoqufmica e aplicada
para determlnac;ao de fatores progn6sticos ou fndices proliferatlvos, na opiniao dos
autores, 0 metodo tem valor questlonavel quando se analisa a importancia do resultado
na decisao terapeutica. Por outro lado, LEONG e WRIGHT (1987) concluem que a
imuno-histoqufmica e um teste que apresenta relac;aocusto/beneffcio positlva, mas que
as reac;5esdevem sempre ser interpretadas com cautela levando em conta os achados
morfol6gicos das laminas coradas em H.E. e os dados cllnicos. RAAB (2000) tomou
como exemplo tres situac;5es com pacientes e tumores diferentes, e analisou
hlpoteticamente as dlferentes consequencias e custos de tratamento se a imuno-
histoqufmica fosse ou nao fosse realizada, na expectativa de vida dos pacientes, na
exatldao diagn6stica e no progn6stico. 0 autor prova que mesmo se a imuno-
hlstoqufmica custasse cinco a dez vezes malS, alnda asslm trana grandes vantagens no
seu uso. Segundo CHAN (2000), algumas medldas que podem contribuir para a
dlminui<;aodo custo dos exames imuno-hlstoqufmicos sac: diminui<;ao no numero de
anticorpos a serem usados em cada caso, substitui<;aodo controle positive em lamina
separada por um controle "multi-tecido" montado na mesma lamina que foi realizada a
reac;ao,economia no uso de anticorpos e usar os anticorpos um pouco alem do "prazo
de validade".
No estudo de TORRES, NORONHA e TELLES (1995) 0 porcentual de casos do
laborat6rio que foram submetidos a reac;5es imuno-histoqufmicas foi de 0,73% (todos
casos de bi6psias). No case do Jackson Memorial Hospital, por ser hospital de
referencia nos Estados Unidos em patologia e em imuno-histoqufmica, esta taxa foi de
9,3% nas bi6psias e 0,6% nos preparados citol6gicos. A decisao de indica<;aoou nao
de complementac;ao diagn6stica atraves da imuno-histoqufmica era de total
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responsabilidade do patologista que analisava 0 caso, geralmente consultando
patologistas de maior experiencia quando necessario. 0 real impacto do exame imuno-
histoqufmico sobre os custos do tratamento medico do paclente e sobre 0 progn6stico e
qualidade de vida nao foram avallados no presente estudo
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7 CONCLUSOES
• Os sitios anat6mlCOSmais comuns de origem das bi6psias foram figado, pulmao
e linfonodo e em cada caso utilizaram-se em media 4,1 anticorpos
• 0 principal motivo para indicac;aode exame imuno-hlstoquimlco foi elucidac;aode
problemas de diagn6sticos diferenciais entre les6es neoplasicas e
pseudoneoplasicas; outras duas aplica<;6es importantes do metoda foram
determinac;aode fatores progn6stlcos ou indices proliferativos, e identificac;aode
microrganismos, celulas, estruturas ou materiais.
• 0 estudo imuno-histoqufmlco auxillou na formulac;ao do dlagn6stico
anatomopatol6gico final na grande maioria dos casos .
• Os fatores que influenciaram de manelra negativa 0 estudo imuno-histoquimico
foram a exigOidade de algumas amostras e a presen<;a de necrose extensa ou
indiferenciac;ao extrema em algumas neoplasias.
• Os princlpais dilemas de diagn6stlco diferencial para os quais a imuno-
histoquimica foi indicada foram a elucidac;ao do 6rgao de origem de
adenocarcinomas, diferenciac;ao entre hiperplasia mesotelial reacional,
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ANEXOS
ANEXO 1 - CARTA DE AUTORIZACAO DO DOUTOR MEHDAD NADJI, CHEFE DA
UNIDADE DE IMUNO-HISTOQUiMICA DO JACKSON MEMORIAL HOSPITAL,
MIAMI, ESTADOS UNIDOS DA AMERICA, PARA UTILIZACAO DOS CADOS NA
PRESENTE DISSERTACAO DE MESTRADO
SCHOOL OF MEDICINE
November 16, 2001
Dr. Luiz F. Bleggi Torres
Chief, Servico de Anatomia Patologica
Hospital de Clinicas
Rua General Carneiro, 181
80060-900
Curitiba - PR - Brasil
Dear Dr. Torres:
I arn writing to you on behalf of Betina Werner, MD. As you are aware, Dr. Werner
spent a twelve-month observership in the year 2000 at the Department of Pathology,
University of Miami/Jackson Memorial Medical Center. During this time she was
exposed to a large number of complicated surgical and cytopathology cases both
from our own hospital patients and from other institutions as consultations. Most of
these cases required immunohistochemistry for the final diagnosis and classification.
In addition to that, Dr. Werner reviewed all our immunohistochemistry teaching cases
collected since 1995, and put together a database on the frequency of the utilization
of the technique in surgical and cytopathology as well as the average number of
antibodies used and the overall contribution of the tests to the establishment of a final
diagnosis.
I therefore, have no objection in Dr. Werner using that data for her Master's Degree
project. In fact, I will be happy to provide her with additional information if she
requires. I am certain that her expertise in this field will be a great asset to your
academic institution.
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ANEXO 2 - 835 CASOS AVALIADOS QUANTO AO GRAU DE AuxiLiO DA IMUNO-
HISTOQuiMICA NA DECISAo ENTRE DIAGNOSTICOS DIFERENCIAIS
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ANEXO 3 - USTA DE ANTICORPOS UTIUZADOS PELA UNIDADE DE IMUNO-
HISTOQUiMICA DO JACKSON MEMORIAL HOSPITAL NO ANO DE 1999 COM AS
ESPECiFICAS ABREVIACOES E FONTES COMERCIAIS
